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1 SKRACENICE

EDQM - European Directorate for the Quality of Medicines and Health Care
ELSD - evaporative light scattering detektor

ESI — elektrospej jonizacija na atmosferskom pritisku

HFBA - heptafluorobuterna kiselina

HPLC - visoko efikasna tecna hromatografija

ICH — International Conference on Harmonisation of Technical Requirements for Registration
of Pharmaceuticals for Human Use

LC/MS/MS — te¢na hromatografija sa maseno-masenom spektrometrijom
LOD - limit detekcije

LOQ - limit kvantifikacije

MAA — merkaptosiréetna kiselina

MRM- multiple reaction monitoring

MS/MS — maseno-masena

OPA - o-ftalaldehidom

QQQ - triple quadrupole maseni spektrometar
RNK - ribonukleinska kiselina

rRNK - ribozomalna ribonukleinska kiselina
TEA — trietilamin

TFA — trifluorosiré¢etna kiselina




2 UVOD

Antibiotici predstavljaju grupu mikrobioloskih metabolita ili njihovih sintetskih
analoga koji, bez ozbiljnih toksi¢nih efekata po domacina, inhibiraju rast, razmnozavanje i
opstanak mikroorganizama. Antibiotici spadaju medu najceS¢e koriSéene lekove iako je
njihova efikasnost umanjena usled razvoja rezistencije nastale zbog evolucije
mikroorganizama i pogreSne upotrebe lekova. U mnogim slucajevima, problemi sa
rezistencijom se reSavaju manipulacijom originalne strukture, Sto naj¢eSce dovodi do Sireg
spektra dejstva, veceg potencijala, manje toksi¢nosti, lakSeg nacina primene i dodatnih
farmakokinetickih prednosti. (Williams D.A, 2008)

Efikasnost antibiotika takode zavisi od dostupnosti slobodne forme antibiotika u krvi
Sto je direktno vezano sa stepenom njihovog vezivanja za proteine plazme. Smatra se da
procenat antibiotika koji je je vezan za proteine plazme nije dostupan u trenutku tretmana
infekcije i stoga mora biti oduzet od ukupne koncentracije u krvi kako bi se dobila efektivna
koncentracija u krvi. Ja¢ina vezivanja za proteine je takode bitna poSto brzina oslobadanja
antibiotika iz kompleksa sa proteinima plazme odreduje dostupnost antibiotika u razli¢itim
tkivima kao i mogucnost stvaranja depo izvora antibiotika za duze dejstvo. Ove karakteristike
antibiotika su definisane preko njihovog farmakokinetickog profila koji omogucava
postavljanje boljih rezima doziranja. (Williams D.A, 2008)(Remers, 2004)

U idealnim uslovima, poZeljno je da postoje parenteralna i oralna forma antibiotika.
lako je oralna primena najpogodnija, u teZzim slucajevima cesto se zahteva parenteralna
terapija. Stoga bi bilo poZeljno imati dostupne lekove u obe dozirane forme.

Antibiotici se koriste kao monoterapija ili u kombinovanom terapijskom rezimu.
Logicna je pretpostavka da kombinovanje antibiotika ima prednost nad individualnom
primenom poSto bi ovo proSirilo antimikrobni spektar dejstva i time bi se smanjila
neophodnost precizne identifikacije patogena. Medutim, utvrdeno je da su u mnogim
slucajevima takve kombinacije sa antagonistickim dejstvom. OpSta generalizacija, koja
medutim nije uvek tacna, je da se mogu uspeSno kombinovati dva baktericidna antibiotika,
narocito ako imaju razlicite mehanizme dejstva. Jednostavan primer ovakve interakcije je
primena B-laktamskih antibiotika i aminoglikozida gde su obe familije antibiotika baktericidne
u koncentracijama koje se mogu dosti¢i parenteralnom primenom. B-laktamski antibiotici
inhibiraju formiranje celijskog zida dok se aminoglikozidi uklju¢uju u metabolicke puteve
povezane sa biosintezom proteina i uticu na funkciju membrane, pa se njihovi nacini
delovanja dopunjavaju. Medutim, u ovom sluc¢aju dolazi do medusobne interakcije antibiotika
I uzajamnog inaktiviranja pa je ovakva kombinovana terapija zamenjena odgovarajucim
monoterapijama.




Zbog brzog razmnozavanja bakterija (populacija se obi¢no duplira za period od 0.5 - 3
sata) bitno je uvesti antibiotsku terapije $to je pre moguée. Cesto u praksi terapija zapoéninje
sa duplom dozom a potom se nastavlja sa manjim dozama za odrZavanje nivoa koncentracije
leka u krvi. Da bi se sprec¢ilo ponovno javljanje infekcije, pacijentu se preporucuje da ne
preskace doze i da upotrebi kompetnu koli¢inu prepisanog leka ¢ak i ako simptomi prestanu.
NajceSce su neuspeh terapije i stvaranje rezistencije uzrokovani loSom uskladeno$¢u ili
prevremenim prestankom primene terapije od strane pacijenta. (Williams D.A, 2008)(Remers,
2004)

Antibiotici se cesto koriste profilakti¢ki u slucajevima kao Sto su preoperativna
asanacija creva ili virusna upala grla. Ced¢a profilakticka primena antibiotika je prisutna u
veterinarskoj medicini gde se primenjuje kolektivni tretman svih zivotinja u okruzenju od
kojih su samo neke obolele ali su u kontaktu sa ostalima i postoji velika verovatnoc¢a da ¢e
do¢i do zaraze. Nacin aplikovanja leka je uglavnom kroz hranu ili vodu koju konzumiraju i
obolele i zdrave Zivotinje. (Williams D.A, 2008)(Remers, 2004)

2.1 Aminiglikozidni antibiotici

2.1.1 Uvod

Klasa aminoglikozidnih antibiotika sadrzi farmakofornu 1,3-diaminoinozitolsku grupu
u koju spadaju streptamin, 2-deoksistreptamin ili spektinamin (Slika 1). Pojedine alkoholne
funkcionalne grupe 1,3-diaminoinozitola su supstituisane preko glikozidnih veza
karakteristicnim amino Secerima i formiraju pseudo-oligosaharide. Hemijske osobine, spektar
dejstva, potencijal, toksicnost i farmakokinetika ovih agenasa su funkcija specificnih vrsta
diaminoinozitolskih jedinica koje ulaze u njihov sastav i vrste i orijentacije supstituenata.

H,N

>=NH
HO N. _NH HO/N/ HO OH
HO 2 HO NH NHCH
OH \[]/ OH HO 3
OH
NH

Streptamin 2-deoksistreptamin Spektinamin
Slika 1. Razli¢ite 1,3-Diaminoinozitoske grupe koje ulaze u sastav aminoglikozida

Razli¢iti aminoglikozidni antibiotici su dobro rastvorljivi u vodi na svim pH
vrednostima, predstavljaju bazna jedinjenja koja sa kiselinama grade soli, slabo se absorbuju
iz gastrointestinalnog trakta i eliminiSu se u aktivnoj formi u prilicno visokim koncentracijama
preko urina ubrzo nakon davanja injekcije. U slucajevima kada bubrezi ne funkcioniSu
efikasno, doza mora biti smanjena kako bi se sprecila akumulacija do toksi¢nih koncentracija.
Kada se aplikuju oralno, primarno se ocekuje dejstvo u gastrointestinalnom traktu. Medutim,




najceSce se primenjuju intramuskularno. U skorije vreme za tretman infekcija Pseudomonas
aeruginosa kod pacijenata sa cisticnom fibrozom, pokuSana je aplikacija tobramicina
rasprSivanjem u plu¢a. Ovaj nacin primene leka je rezultirao znac¢ajnim smanjenjem toksi¢nih
efekata kod pacijenata. Ovi agensi imaju znac¢ajno Sirok spektar dejstva ali njihova toksi¢nost
ogranicava njihovu Klinicku primenu na ceste infekcije gram-negativnim bakterijama.
Aminoglikozidni antibiotici su u organizmu nakon primene Siroko rasprostranjeni, uglavnom
u ekstracelularnoj te¢nosti, i imaju nizak afinitet za vezivanje za proteine plazme.

2.1.2 Mehanizam dejstva

Aminoglikozidi su baktericidni zbog kombinacije efekata koje imaju na bakterije. U
nizim dozama, vezuju se za 16S rRNK jedinicu 30S ribozomalne podjedinice naruSavajuci
funkciju ribozoma. Konformacione promene nastaju na peptidil A mestu ribozoma gde je
vezan aminoglikozid. Ovo dovodi do pogresne transkripcije RNK sekvence i za posledicu ima
pogreSan izbor amino kiselina i formiranja takozvanih besmislenih proteina (Slika 2).
Najvazniji od ovih neprirodnih proteina su ukljuceni u ometanje funkcije membrane bakterije.
Njihovo prisustvo unitava semipermeabilnost membrane. Ovo oStecenje ne moZze biti
popravljeno bez novog programiranja biosinteze proteina. Medu supstancama koje su
absorbovane usled ostecenja membrane su dodatne velike kolicine aminoglikozida. U ovim
povecéanim koncentracijama, biosinteza proteina potpuno prestaje. Ovi kombinovani efekti su
kobni za ciljne bakterijske celije. Posmatrajuci njihovu visoku polarnost, ocekivalo bi se da
uopsSte ne mogu da prodru unutar bakterijske celije. Aminoglikozidi se ocigledno inicijalno
vezuju za eksterne lipopolisaharide i difunduju u ¢eliju u malim kolicinama. Proces
preuzimanja je inhibiran Ca®* i Mg®* jonima pa su ovi joni stoga parcijalno terapijski
inkompatibilni. U visokim koncentracijama, eukariotska biosinteza proteina moZe biti
inhibirana aminoglikozidnim antibioticima. (Williams D.A, 2008)(Remers, 2004)

Slika 2. Generalni mehanizam dejstva lekova koji blokiraju sintezu proteina vezivanjem za
ribozomalnu jedinicu




2.1.3 Rezistencija

Rezistencija bakterija na aminoglikozidne antibiotike je naj¢eS¢e rezultat enzimski
posredovane reakcije, koja za posledicu ima sprecavanje njegovog vezivanja za ribozom. U
nekim slucajevima, uklanjanjem/modifikacijom funkcionalnih grupa posredstvom enzima
nastaje molekul koji je i dalje antibiotik ali vise nije substrat. Na ovaj nacin, agensi sa
znacajno Sirim spektrom dejstva mogu se dobiti polusintetski. U nekim drugim slu¢ajevima,
nove funkcionalne grupe mogu biti vezane ¢ime menjaju njihovu funkcionalnost, tako da ovi
antibiotici postaju slabi substrati za enzime koji razvijaju rezistenciju i ovo Siri njihov spektar
dejstva. Rezistencija moze da ukljucuje i mutacije na ribozomalnom A mestu ili smanjenje
unosa aminoglikozida u ¢eliju bakterije. (Williams D.A, 2008)(Remers, 2004)

2.1.4 Terapijska primena

Aminoglikozidni antibiotici imaju Sirok spektar dejstva protiv aerobnih gram-
pozitivnih i gram-negativnih bakterija ali se u praksi primenjuju kod ozbiljnih infekcija
izazvanih gram-negativnim organizmima, zbog ozbiljne toksicnosti koja se cesto javlja sa
odloZzenim dejstvom. Aktivni su protiv gram-negativnih aeroba poput Acinetobacter sp.,
Citrobacter sp., Enterobacter sp., Escherichia coli, Klebsiella sp., Proteus vulgaris,
Providencia sp., Pseudomonas aeruginosa, Salmonella sp., Serratia marscesans, Shigella sp.,
I gram-pozitivnih aeroba (kao Staphylococcus epidermidis).

Streptomicin i spektinomicin se razlikuju od ostalih aminoglikozidnih antibiotika po
njihovom antimikrobnom spektru dejstva. Streptomicin se najceS¢e koristi za lecenje
tuberkuloze a spektinoomicin u tretmanu gonoreje. Ostali antibiotici iz ove klase nisu efikasni
u ovim slucajevima. (Remers, 2004)(Williams D.A, 2008)

2.1.5 Sporedni efekti

Nezeljeni sporedni efekti koji se mogu javiti pri aplikovanju aminoglikozidnih
antibiotika su uglavnom rezultat alergijske reakcije ili predoziranja leka. Ozbiljni toksi¢ni
efekti usled jednog akutnog predoziranja su veoma retki ali ukoliko do njih dode, toksi¢nost je
obi¢no uzrokovana proSirenjem farmakoloskih efekata ili alergijskom reakcijom. Takode,
toksi¢nost moze biti povecana usled interakcije sa lekovima koji se istovremeno primenjuju
ukoliko dode do inhibiranja metabolizma antibiotika. Kod akutnog predoziranja, vecina
antibiotika uzrokuje mug¢ninu, povracanje i dijareju.

U slucajevima predoziranja leka, od posebnog znacaja postaje odredivanje
koncentracije leka u serumu koja se poredi sa poznatim terapijskim koncentracijama leka. Za
poredenje se koriste literaturni podaci koji su za odredene aminoglikozidne antibiotike
prikazani u Tabeli 1. (Kent R. Olson, 2004)




Tabela 1. Aminoglikozidni antibiotici i njihova toksi¢nost

Aminoglikozidni Vreme poluZivota | Koncentracija | Toksi¢nost
antibiotik tyo () u serumu
(mg/L)
Amikacin 2-3 > 35 Ototoksi¢nost — kohlearna i vestibularna,
Gentamicin 2 >12 nefrotoksiénost koja izaziva oSte¢enje
Kanamicin 2_3 > 30 proksimalnih tubula i akutna tubularna
Neomicin 0,5-1 nekroza; komPe_tltlvna _neuromuskularna
. blokada u slu¢aju brze intravenske
Streptomicin 2,5 >40-50 aplikacije sa drugim lekovima za
Tobramicin 2-2,5 > 10 neuromuskularnu blokadu, Stepen
toksicnih efekata zavisi od vrste leka i
nacina i vremena davanja leka
Klindamicin 4,4-6,4 Nepoznate Hipotenzija i kardiopulmonarni zastoj
Linkomicin 2.4-3 nakon brze intravenske primene

Faktori rizika koji su povezani sa toksiénim efektima aminoglikozidnih antibiotika,
najcesS¢e su vezani za karakteristike pacijenata poput starosti, problemima sa renalnom
funkcijom, oSte¢enjem jetre, hioptenzijom, Sokom, prethodnim tretmanima aminoglikozidima.
Takode su povezane i sa nacinom primene leka (visoke dnevne doze, dugotrajni tretman i
kratki vremenski intervali izmedu pojedinac¢nih doza). (Kent R. Olson, 2004)

2.2 Gentamicin

Gentamicin predstavlja smeSu nekoliko antibiotskih komponenti koje se dobijaju
fermentacijom iz Micromonospora purpurea i drugih srodnih sojeva mikroorganizama.
Gentamicini C-1, C-2 i C-1a su najzastupljentiji.

Slika 3. Struktura gentamicina

Ovo je najznacajniji aminoglikozidni antibiotik koji je joS uvek u primeni. To je
ujedno bio prvi antibiotik za koji je utvrdeno da je efikasan kod infekcija izazvanih sojevima
Pseudomonas aeruginosa. U strukturi gentamicina nema funkcionalnih grupa koje bi ga
ucinile pogodnim supstratom za enzime koji prouzrokuju rezistenciju, pa je njegov
antibakterijski spektar izuzetno Sirok. Cesto se koristi u kombinaciji sa drugim antimikrobnim




agensima Sto moze dovesti do nekih neocekivanih interakcija. Sa odredenim p-laktam
antibioticima dolazi do uzajamne reakcije i stvaranja inaktivanog proizvoda (Slika 4). Zbog
ovoga ih ne treba kombinovati u istom rastvoru a ukoliko se kombinuju, treba ih aplikovati u
razlicita tkiva kako bi se sprecila navedena interakcija. Ova interakcija se generalno javlja kod
aminoglikozidnih antibiotika.

Slika 4. Interakcija gentamicina i B-laktamskog antibiotika

Gentamicin se koristi u le¢enju infekcija urinarnog trakta, kod opekotina, nekih
pneumonija i kod infekcija uzrokovanih osetljivim gram-negativnim bakterijama koje se
javljaju kod preloma. Cesto se koristi za prevenciju zaprljanosti mekih kontaktnih soiva i u
polimernim matriksima u ortopediji, za prevenciju sepse. Primenjuje se i povrsinski, ponekad
u posebnim smeSama, kod pacijenata sa opekotinama. (Kent R. Olson, 2004)(Remers,
2004)(Williams D.A, 2008)

2.3 Spektinomicin

Spektinomicin se dobija fermentacijom Streptomyces spectabilis i bitno se razlikuje od
ostalih antibiotika iste grupe po svojim klinickim osobinama. Kod diaminoinozitolske
spektinomicinske jedinice, dve mono-N-metil grupe i hidroksilna grupa izmedu njih su
medusobno u cis odnosu, zarazliku od odgovaraju¢ih grupa kod streptomicina (Slika 6), gde je
pomenuta OH grupa trans orijentisana u odnosu na dve imino grupe. Glikozidno povezani
Secer je takode neuobicajen poSto sadrzi 3 uzastopne karbonilne grupe, bilo slobodne ili
maskirane, i povezan je preko dve veze za spektinamin, Sto daje neobic¢nu tricikli¢nu strukturu
(Slika 5). Spektinomicin je bakteriostatik koji se gotovo iskljucivo koristi u humanoj medicini
kao jednokratna intramuskluarna injekcija za tretman Neisseria gonorrhea, narocito kod
sojeva rezistentnih na peniciline, i to kod urogenitalne ili oralne gonoreje. Prema dostupnim
podacima, aplikovano na ovaj nac¢in ne izaziva znacajne oto ili nefrotoksi¢ne efekte. Narocito
se koristi kod pacijenata alergi¢nih na peniciline i kod pacijenata koji se ne mogu lako uklopiti
u uobicajenu terapijsku Semu aplikovanja leka. Primena bi mogla biti znac¢ajnije Sira ali u
slucaju sifilisa i hlamidije nije efikasan — dolazi do znacajne promene translacije pracenje
ribozomalnim vezivanjem ali ne uzrokuje vecu inhibiciju biosinteze proteina. Rezistencija se
javlja i usled kinazama posredovane fosforilacije hidroksilne grupe.(Remers, 2004)(Williams
D.A, 2008)




R=R’=OH
Slika 5. Struktura spektinomicina

2.4 Streptomicin

Streptomicin se dobija fermentacijom iz Streptomyces griseus i nekoliko srodnih
sojeva mikroorganizama. Uveden je u terapiju 1943., primarno za tretman tuberkuloze i za
njegovo otkrice je Selmon Waksman dobio Nobelovu nagradu 1952. godine. Streptomicin se
razlikuje od tipi¢cnih aminoglikozida po tome Sto sadrzi streptamin kao diaminoinozitolsku
jedinicu. Streptomicin takode sadrzi aksijalnu hidroksilnu grupu na C-2 i, umesto primarnih
amina prisutnih kod 2-deoksisterptamina, dve veoma bazne gvanidino grupe na C-1 i C-3
(Slika 6). Verovatno je da neuobicajene farmakofore u velikoj meri uticu na specifican
antibakterijski spektar ovog antibiotika. Druga karakteristi¢na strukturna jedinica prisutna u
streptomicinu, a-hidkoksialdehidna grupa, c¢ini ovaj antibiotik relativno nestabilnim, pa se
preparati koji ga sadrZze ne mogu sterilisati autoklaviranjem ve¢ se sterilizacija rastvora vrsi
ultrafiltriranjem. Danas se streptomicin retko koristi, i to uglavhom kao monoterapija.
(Williams D.A, 2008)(Remers, 2004)

HO  HN~ ~NH,
HO-- OH

0. O HN__NH

NH

Slika 6. Struktura streptomicina

Rezistencija na streptomicin se razvija uobi¢ajenim mehanizmima N-acetilovanja, O-
fosforilovanja i O-adenilovanja specifi¢nih funkcionalnih grupa.




2.5 Neomicin

Neomicin predstavlja smeSu tri komponente dobijene fermentacijom Streptomyces
fradiae gde dominira neomicin B. Neomicin predstavlja najceS¢e koriSc¢eni antibiotik za
tretman infekcije creva ukljucuju¢i infekcije izazvane bakterijom Escherichia coli. Takode se
koristi u preparatima za tretman infekcija koze. Kada se primeni na neoSte¢enu kozu, lek se ne
absorbuje ali kada se primeni na vece oSte¢ene povrsSine, dolazi do sistemske apsorpcije i
potencijalnih sporednih toksi¢nih efekata. (Kent R. Olson, 2004)(Williams D.A,
2008)(Remers, 2004)

NH,

Slika 7. Struktura neomicin-sulfata

2.6 Linkomicin

Linkomicin je antibiotik koji se dobija fermentacijom iz soja Streptomyces
lincolnensis. Cesto se koristi i njegov 7-hloro-7-deoksi derivat, poznat kao klindamicin. Kod
linkomicina A Sec¢erna komponenta je vezana amidnom vezom za ostatak stukture Sto je
prikazano na Slici 8.
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Linkomicin A Klindamicin
Slika 8. Struktura linkomicina A i klindamicina

Aplikuje je injekciono i ima duze vreme poluzivota kod pacijenata sa oStecenom
renalnom funkcijom ili funkcijom jetre. (Remers, 2004)(Williams D.A, 2008)

2.7 Znacaj odredivanja aminoglikozidnih antibiotika

Aminoglikozidni antibiotici se izoluju kao prirodni proizvodi iz fermentacionih corbi
odredenih mikroorganizama, ¢ime se primarno dobijaju ekstrakti medu kojima su i aktivni




principi. Ovakav nac¢in dobijanja uzrokuje prisustvo srodnih supstanci koje imaju sli¢nu
strukturu, ali mogu imati smanjeni ili ¢ak kontra efekat. Takode, pored aktivnih principa i
srodnih jedinjenja, mogu se naci necisto¢e kao posledica samog procesa ekstrakcije. Pored
toga, vremenom dolazi do razgradnje aktivnih komponenti u farmaceutskoj formulaciji ¢ime
nastaju degradacioni proizvodi, ¢ije prisustvo za posledicu takode moZe imati smanjenje
efekta ili potenciranje toksi¢nosti. Stoga je neophodno sprovoditi kontrolu preparata u skladu
sa propisanim standardima i kontrolisati kvalitet kako ulazne sirovine, tako i gotovog
proizvoda (i u toku formulacije i nakon stajanja proizvoda u toku roka trajanja). Ovakva
kontrola je neophodna prema vaze¢im propisima za registrovanje farmaceutskog doziranog

oblika, ali i za rutinsku kontrolu kvaliteta svake pojedinacne serije u proizvodniji.

Pomenuta kontrola podrazumeva pre svega pojedinacnu identifikaciju komponenti
prisutnin u farmaceutskoj formulaciji, a potom i njihovu kvantifikaciju. Zbog sli¢nosti u
strukturi neophodno je razdvojiti komponente a potom ih pouzdano identifikovati.
Identifikacija se olakSana primenom masene spektrometrije za komponente koje imaju
razlicite molekulske mase, dok je kod jedinjenja sa istom molekulskom masom, §to je
najcesc¢e slucaj kod izomernih struktura, neophodno hromatografsko razdvajanje a potom
pojedinacna identifikacija. Kvantifikacija se kod primene masene spektrometrije moze raditi
nezavisno za komponente razli¢itih masa iako komponente nisu hromatografski prethodno
razdvojene.

Pored gotovih doziranih oblika koji se puStaju u promet, ispitivanja obuhvataju i
pracenje koncentracija aktivnih komponenti kod pacijenata, kako zbog praéenja
farmakokineti¢kih osobina preparata, tako i zbog neophodnog prac¢enja koncentracije leka u
slu¢ajevima predoziranja. Adekvatna primena antibiotika podrazumeva odrzavanje odredene
koncentracije leka u krvi, Sto se postize primenom odgovarajuceg rezima doziranja leka.
Rezim doziranja je uslovaljen farmakokinetickim osobinama aktivne komponente, pre svega
brzinom metabolizma i eliminacije iz organizma. Aminoglikozidi se slabo resorbuju iz
gastrointestinalnog trakta pa je zato uobicajeno intramuskularno davanje leka. Maksimalna
koncentracija leka u krvi se obi¢no postize za 30 — 120 minuta nakon injekcije. Njihova
distribucija kroz organizam se uglavnom vrsi preko ekstracelularnih te¢nosti. Stepen njihovog
vezivanja za proteine plazme je uglavnom manji od 10%. Najveca koncentracija se postize u
tkivu bubrega, narocito u korteksu dok je najniza koncentracija u o¢ima i centralnom nervnom
sistemu zbog visoke polarnosti molekula. Eliminacija aminoglikozidnih antibiotika se
uglavnom vrsi preko bubrega glomeluralnom filtracijom u nepromenjenom obliku. U proseku
oko 80 — 90% leka se izlucuje preko urina dok se mali procenat izlucuje preko Zuci.
Uobicajeno vreme poluZivota kod pacijenata sa normalnom renalnom funkcijom je oko 2 — 3
sata. Za odredivanje adekvatnog farmakokinetickog profila, neophodno je pratiti koncentraciju
antibiotika u krvi, Sto zahteva kvantifikaciju iz bioloSkog materijala. U takvim sluc¢ajevima
uticaj matriksa postaje od izuzetnog znacaja. 1z tog razloga primena selektivnih i osetljivih
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tehnika poput masene spektrometrije je od velikog znacaja. (Kent R. Olson, 2004)(Williams
D.A, 2008)

Poseban izazov u analitici ovakvih preparata predstavlja analiziranje doziranih oblika
namenjenih za primenu u veterinarskoj medicini. Ovakvi preparati imaju drugaciji nacin
aplikovanja posto se u vecini slucajeva ne sprovodi pojedinacna ve¢ grupna terapija na celoj
kombinacije razli¢itih aktivnih komponenti koje se u humanoj medicini obi¢no ne bi
primenjivale. Takode, preparat se daje kako bolesnim Zivotinjama sa ciljem tretmana
infekcije, tako i zdvavim Zivotinjama u njihovom okruzenju u profilakticke svrhe.(Williams
D.A, 2008)

2.8 Metode odredivanja aminoglikozidnih antibiotika

Ispitivanje sadrzaja aminoglikozidnih aktivnih komponenti je do sada uglavnom
vrSeno primenom mikrobioloskih metoda koje se ne mogu primeniti za odredivanje prisustva
degradacionih i srodnih supstanci u preparatu (Council of Europe, 2011.)(The Stationery
Office, 2009) (United States Pharmacopoeial Convention., 2007). Zbog strukture
aminoglikozidnih jedinjenja koja ne sadrze hromoforne ili fluoroforne grupe, ne mogu se
primeniti ni uobicajene tehnike za ovakvu vrstu ispitivanja - te¢na hromatografija sa UV-Vis
ili fluorescentnim detektorom. Stoga se ispitivanja vrse primenom amperometrijskih detektora
koji su neselektivni i time otezavaju pojedinacno odredivanje ispitivanih komponenti, posto se
na ovakvom tipu detektora dobija odgovor svih prisutnin komponenti koje ukljucuju i sve
pomo¢ne materije u formulaciji. (Bin Guan, 2007), (Ghinami C., 2007), (Manyanga V. G. O.,
2007), (Xi L. L., 2009) Na primer, prema zvani¢nom propisu vazece Evropske i Britanske
farmakopeje, kao i Ameri¢ke farmakopeje (Council of Europe, 2011.)(Commission, 2010)
(United States Pharmacopoeial Convention., 2007), odredivanje sadrzaja neomicina vrsi
primenom mikrobioloSke metode, dok se srodne supstance neomicina, srodne supstance i
sadrzaj gentamicina kao i spektinomicina odreduju primenom tecne hromatografije sa pulsnim
amperometrijskim detektorom u kombinaciji sa postkolonskom derivatizacijom. U literaturi se
mogu nac¢i podaci o primeni razli¢itih tehnika sa razlic¢itim nacinima detekcije: npr.
elektrohemijske, (Bin Guan, 2007), (Ghinami C., 2007), (Manyanga V. G. O., 2007), (Xi L.
L., 2009), ELSD (Clarot 1., 2004), (Clarot, 2005), (Megoulas, 2004), (N. Megoulas, 2004),
(Wang J., 2006), ili metode kapilarne elektroforeze (Huidobro, 2009), (Srisom, 2007). Pritom,
tehnike te¢ne hromatografije i kapilarne elektroforeze obi¢no podrazumevaju primenu
komplikovane predkolonske ili postkolonske derivatizacije. Na Zzalost, ovaj korak moze
znacajno da utice na reproduktivnost rezultata. (Al-Amoud A. 1., 2002), (Al-Majed, 2008),
(Gubernator J., 2006), (Kim B-H., 2003), (Krzek J., 2009), (Morovjain Gy., 1998),
(Turnipseeda, 2009), (Yan H. D., 2009).
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Imajué¢i u vidu nedostatke pomenutih metoda, ¢ini se da bi primena selektivnog
detektora, poput masenog spektrometra, mogla da bude adekvatnije reSenje za ovakvu vrstu
analize (Carretero V., 2008), (Grahek R., 2009), (Heller D.N., 2005), (Lecaroz C., 2006), (Li,
2007), (Loffler D., 2003), (Lopez M., 2008), (Oertel, 2004), (Peru K. M., 2006), (Sin D. W-
M., 2004), (Tagiri-Endo M., 2009), (Turnipseeda, 2009), (W-M. Sin D., 2004), (W-X. Zhu,
2008), (Wang J., 2006), (Zhu, 2008). Kako analiza podrazumeva kvantifikaciju pojedinacnih
komponenti koje su u vecini slu¢ajeva veoma sli¢ne strukture (vrlo ¢esto se radi o polozajnim
izomerima), neophodno je iskoristiti separacione moguénosti tecne hromatografije u
kombinaciji sa selektivnom detekcijom masenog spektrometra. Primena maseno-masene
spektrometrije omogucava povecéanje selektivnosti i osetljivosti metode koja treba da omoguci
detektovanje komponenti sli¢ne strukture, prisutnih u niskim koncentracijama.

U praksi su ceste formulacije koje u sebi sadrze razlicite kombinacije antibiotika radi
postizanja Sireg spektra dejstva. Ovim se postize kombinovanje razli¢itih mehanizama dejstva
razlicitih komponenti i ve¢i uc¢inak formulisanog leka. Medutim, ovo predstavlja dodatni
problem u kvantifikaciji ovih jedinjenja zbog prisustva dodatnih komponenti koje se nalaze u
formulaciji (uzorku), a time se oteZava razvajanje i pojedinacna identifikacija ispitivanih
komponenti.

Dakle, primena masene spektroskopije u analizi reSava probleme vezane za detekciju
komponenti, kao i pitanje razdvajanja komponenti razli¢itih masa. Primena maseno-masene
spektrometrije bi omogucila detekciju svih komponenti, nezavisno od prisustva hromofora ili
fluorofora u njihovoj strukturi i istovremeno razdvajanje komponenti zasnovano na razlici u
njihovim masama c¢ak i ako nije izvrseno njihovo hromatografsko razdvajanje. Primena
tandem masene spektrometrije (triple quadrupole mass spectrometer — QQQ) omogucava
povecenu selektivnost u detekciji komponenti i smanjenje uticaja matriksa. U selektivnom
prac¢enju jona (multiple reaction monitoring — MRM) kroz prvi kvadropol se propustaju samo
joni odredene mase ¢ime se svi ostali joni koji poti¢u iz matriksa eliminiSu. U drugom
kvadropolu/oktopolu se vrsi fragmentacija jona i dobijeni joni se selektivno propustaju kroz
tre¢i kvadropol. Selekcijom jona koji prolaze kroz tre¢i kvadropol vrsi se eliminacija
ometajucih produkata i dodatno se povecava selektivnost i osetljivost.

Imajucéi sve gore navedeno u vidu, za cilj ove disertacije postavljeno je razvijanje
i validacija metoda za analizu aminoglikozidnih antibiotika i njihovih necisto¢a u
gotovim (komercijalnim) farmaceutskim formulacijama primenom teéne hromatografije
kuplovane sa maseno-masenim detektorom. Odabrano je da se u tom smislu ispitaju
sledeée aktivne komponente iz grupe aminoglikozida: linkomicin, gentamicin,
spektonomicin, neomicin, streptomicin, dihidrostreptomicin i oksitetraciklin iz grupe
tetraciklina, kao primer kombinacije razli¢itih grupa antibiotika u jednoj formulaciji.
Metode koje ¢ée biti razvijene bi trebalo da omoguce identifikaciju i kvantifikaciju
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ispitivanih komponenti i to, u poredenju sa do sada predloZzenim metodama, uz visi nivo
selektivnosti i osetljivosti i skra¢enje vremena analize.
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3 Cilj rada

Cilj ove disertacije je bio:

1.

Razvijanje 1 validacija metoda za analizu aminoglikozidnih antibiotika i njihovih
necisto¢a u farmaceutskim formulacijama koje se primenjuju u veterinarskoj medicini
primenom te¢ne hromatografije kuplovane sa maseno-masenim detektorom. Odabrane
ispitivane aktivne komponente iz grupe aminoglikozida su bile linkomicin, gentamicin,
spektonomicin, neomicin, streptomicin, dihidrosteptomicin i oksitetraciklin iz grupe
tetraciklina kao primer kombinacije razlic¢itih grupa antibiotika u jednoj formulaciji.
Razvijene metode bi terbalo da omoguce identifikaciju i kvantifikaciju ispitivanih
komponenti uz povecanje selektivnosti i skracenje vremena analize.

Postavljenje parametara metode za analizu gentamicina i njegovih necisto¢a uz
kvantifikaciju svih 5 aktivnih komponenti pojedinacno — C1, Cla, C2, C2a i C2b. Sve
ispitivane komponente (5 aktivnih komponenti, 5 necisto¢a poznate strukture i1 4
dodatne necistoce) je potrebno identifikovati i kvantifikovati uz odredivanje
selektivnih MS/MS tranzicija sa Sto kra¢im vremenom trajanja analize. Metodu je
potrebno validirati za primenu u rutinskoj kontroli kvaliteta.

Prilagodavanje razvijene metode za analizu komercijalno dostupnih farmaceutskih
doziranih oblika koji sadrze gentamicin ili smeSu gentamicina i linkomicina kao
aktivne komponente.

Postavljanje metode kojom se mogu analizirati linkomicin i spektinomicin i njihove
necistoce. Odredivanje hromatografskih uslova za kompletno razdvajanje pojedinacnih
komponenti (linkomicina kao aktivne komponente i njegove 4 strukturno
okarakterisane i 1 nepoznate necisto¢e i spektinomicina i njegovih 5 necistoca).
Potvrdivanje strukture svih komponenti uz pomo¢ MS/MS spektara. Validiranje
metode za primenu u rutinskoj kontroli kvaliteta.

Analiziranje farmaceutskih doziranih oblika koji sadrZze gentamicin i linkomicin ili
linkomicin i spektinomicin kao aktivne komponente. Ispitivanjem ovih uzoraka
potvrditi da nema medusobnih interferencija pri istovremenom ispitivanju ovih
aktivnih  komponenti i njihovih necisto¢a i primenljivost metode u rutinskim
ispitivanjima gotovih komercijalno dostupnih preparata.

Razvijanje metode za odredivanje neomicina i njegovih necistoca (1 aktivna
komponenta i 7 necisto¢a) sa Sto kracim vremenom analize. Odredivanje njihove
specificne MS/MS tranzicije i potvrdivanje njihove identifikacije. Validiranje metode
po vazec¢oj ICH regulativi.

Utvrdivanje primenljivosti metode u analizi doziranih oblika za primenu u
veterinarskoj medicini koji sadrZze neomicin ili neomicin i oksitetraciklin kao aktivne
principe. Ispitati da li ima uzajamnih smetnji pri analizi pojedinacnih komponenti iz
uzoraka koji sadrze smesSu dva antibiotika iz razli¢ith grupa.
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6. Postavljenje parametara metode za analizu streptomicina i njegovih necisto¢a uz
kvantifikaciju svih komponenti pojedinacno. Sve ispitivane komponente (1 aktivna
komponenta i 4 necistoce) je potrebno identifikovati i kvantifikovati uz odredivanje
selektivnih MS/MS tranzicija sa Sto kra¢im vremenom trajanja analize. Metodu je
poterbno validirati za primenu u rutinskoj kontroli kvaliteta.

Analiziranje farmaceutskih doziranih oblika koji sadrZe streptomicin kao aktivnu
komponentu i potvrditi primenljivost metode u rutinskim ispitivanjima gotovih
komercijalno dostupnih preparata.

7. Razvijanje metode za odredivanje dihidrostreptomicina i njegovih necistoca (1 aktivna
komponenta i 3 necisto¢e) sa Sto kracim vremenom analize. Odredivanje njihove
specificne MS/MS tranzicije i potvrdivanje njihove identifikacije. Validiranje metode
po vazec¢oj ICH regulativi.

Ispitivanje primenljivosti metode u analizi komercijalno dostupnih farmaceutskih
doziranih oblika koji sadrZe dihidrostreptomicin kao aktivhu komponentu.

8. Postavljanje parametara LC/MS/MS metode za analizu oksitetraciklina (aktivne
komponente i 6 necisto¢a) sa kracim vremenom trajanja analize uz primenu mobilne
faze jednostavnog sastava. Identifikovanje komponenti na osnovu selektivnih MS/MS
tranzicija i validiranje metode u skladu sa ICH regulativama.

9. Primena razvijene metode u kontroli kvaliteta formulacija koje sadrze samo
oksitetraciklin ili smeSu oksitetraciklina i neomicina kao aktivnih komponenti.
Ispitivanje uticaja matriksa i ostalih komponenti u preparatu na pojedina¢no
analiziranje svake od komponenti.

Ispitivanje primenljivosti razvijene metode u rutinskoj kontroli kvaliteta farmaceutskih
formulacija, utvrdivanje njihove reproduktivnosti i pouzdanosti.
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4 Eksperimentalni deo

4.1 Instrumentacija

KoriS¢en je te¢ni hromatografski Agilent Technologies HPLC sistem 1200 serije
(Waldbronn, Nemacka), koji se sastoji od kvaternerne pumpe, vakuum degasera,
termostatiranog autosamplera, termostatiranog odeljka za kolonu i diode array detektora
(DAD). Hromatografsko razdvajanje je radjeno na Eclipse Plus C18 koloni (50 x 4,6 mm,
velicina cestica 1,8 um, Agilent Technologies, Waldbronn, Nemacka). Tec¢ni hromatograf je
bio povezan sa triple quadrupole masenim spektrometrom — QQQ Agilent Technologies 6410
serije (Santa Clara, USA) opremljenim multimode jonskim izvorom. Za potrebe detekcije
aminoglikozidnih antibiotika, koris¢ena je elektrosprej jonizacija na atmosferskom pritisku
(ESI) u pozitivnom modu jonizacije.

4.2 Uzorci

Postavljene metode su primenjene za ispitivanje gotovih komercijalno dostupnih
farmaceutskih preparata namenjenih za primenu u veterinarskoj medicini, kao i za ispitivanje
sirovina koris¢enih za pripremu ovih doziranih oblika. Ispitivanje je sprovedeno na
sirovinama gentamicin-sulfata, linkomicin-hidrohlorida, spektinimicin dihidrohlorida,
neomicin-sulfata,  streptomicin-sulfata, dihidrostreptomicin-sulfata i  oksitetraciklin-
hidrohlorida. Od gotovih farmaceutskih doziranih oblika, za ispitivanje su koris¢eni sledeci
preparati:

v" Neogent® injekcije koje po deklariciji sadrze 80 mg/mL gentamicin-sulfata

v" Neolincogent® prasak koji po deklaraciji sadrzi 10 mg gentamicin-sulfata i 360 mg
linkomicin-hidrohlorida u 1 g praska

v" Neoli-spec® injekcije koje sadrze 50 mg linkomicin-hidrohlorida i 100 mg
spektinomicin-dihidrohlorida u 1 ml rastvora

v" Neoli-spec P-44® prasak koji sadrzi po deklaraciji 22 mg linkomicin-hidrohlorida i 22
mg spektinomicin-dihidrohlorida u 1 g praska

v" Neomycin 25%® pra$ak koji sadrZi 250 mg neomicin-sulfata u 1 g praska

v" Neosulfox P® prasak koji sadrzi 60 mg neomicin-sulfata i 40 mf oksitetraciklin-
hidrohlorida u 1 g praska

v Neocyclin L.A. © injekcije koje po deklaraciji sadrze 200 mg oksitetraciklin-
hidrohlorida u 1 ml rastvora

v" Neostrep® injekcije koje sadrze 200.000 i.j. benzilpenicilin-prokain (prokain penicilina
G) 1 200 mg dihidrostreptomicina u 1 ml injekcije

v" Neostrep L.A. ® gde 1 ml suspenzije za injekciju sadrzi: Prokain benzilpenicilina

120.000 i.j., benzatin benzilpenicilina 80.000 i.j. i dihidrostreptomicina (u obliku

sulfata) 200 mg
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v Streptomycin 20%® gde 1ml injekcionog rastvora sadrZi streptomicina (u obliku sulfata)
200 mg
v Streptomycin P® koji po deklaraciji u 1 g oralnog praska sadrzi 1 g streptomicin-sulfata

4.2.1 Parametri metode za odredivanje gentamicina

Hromatografska metoda za analizu gentamicina podrazumeva gradijentno razdvajanje
pojedinacnih aktivnih komponenti gentamicina koje su strukturno sli¢cne jedinjenja. Ovo
razdvajanje se postize na temperaturi od 32 °C, pri konstantnom protoku od 0,25 mL/min.
Mobilna faza se sastoji od slede¢ih komponenti: mobilne faze A — 0,1 % (v/v) vodenog
rastvora trifluorosircetne kisleine (sa dodatkon amonijaka do pH 2,5), mobilne faze B — 0,1 %
(v/v) vodenog rastvora trifluorosircetne kiseline (sa dodatkon trietilamina do pH 2,5) i mobilne
faze C — acetonitrila. Optimalni uslovi gradijenta su prikazani u Tabeli 2,

Tabela 2. Gradijentni uslovi hromatografske metode za analizu gentamicina

Vreme/min Mobilna faza A Mobilna fazaB Mobilna faza C

0 99,0% 1,0% 0,0%
14 94,5% 1,0% 4,5%
15 59,0% 1,0% 40,0%
18 59,0% 1,0% 40,0%
19 99,0% 1,0% 0,0%
30 99,0% 1,0% 0,0%

A - 0.1% (v/v) vodeni rastvor trifluorosircetne kiseline (sa dodatkon amonijaka do pH 2,5)
B - 0.1% (v/v) vodeni rastvor trifluorosircéetne kiseline (sa dodatkon TEA do pH 2,5)
C - acetonitril

Injektovana je zapremina od 1 pl. Te¢ni hromatograf je bio povezan sa maseno-
masenim spektrometrom opremljenim multimode jonskim izvorom. Koris¢ena je elektrosprej
jonizacija pri atmosferskom pritisku u pozitivnom modu uz temperaturu gasa od 325 °C i
temperaturu isparivaca od 200 °C. Azot je koriséen kao gas za suSenje, pri protoku od 5
L/min, i kao gas rasprSivac pri pritisku od 60 psi. Na kapilaru je primenjen napon od 2000 V,
vreme MRM-a je bilo 200 ms, napon fragmentacje je bio 70 V dok je koris¢ena koliziona
energijaod 10 V.
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4.2.1.1 Reagensi

Standard gentamicin-sulfata je proizveden od strane European Directorate for the
Quality of Medicines and Health Care (EDQM). Acetonitril (HPLC stepena ¢istoce), 25%
vodeni rastvor amonijaka, trietilamin (TEA) i trifluorosircetna kiselina (TFA) su nabavljeni od
JTBaker (Breda, Holandija). Ultracista voda je donijena iz Milli-Q sistema proizvedenog od
strane Millipore (Bedford, MA, USA). Komercijalni uzorci koji sadrze gentamicin-sulfat su
proizvedeni i nabavljeni od FMPharm (Subotica, Serbia). Metoda je ispitivana na slede¢im
komercijalno dostupnim formulacijama: Neogent® injekcijama koje sadrZe 80 mg gentamicin-
sulfata u 1 mL uzorka i Neolincogent® prasku koji sadrzi 360 mg linkomicin-hidrohlorida i 10
mg gentamicin-sulfata u 1 g praska.

4.2.1.2 Priprema standardnih rastvora

Standardni rastvor gentamicin-sulfata je pripremljen rastvaranjem standarda u vodi,
kako bi se dobio rastvor pocetne koncentracije od 500 pg/mL. Rastvori standarda za
ispitivanje linearnosti metode i kreiranje kalibracione krive su dobijeni razblazivanjem stok
rastvora vodom kako bi se dobile adekvatne koncentracije (25 — 500 pg/mL).

4.2.1.3 Priprema rastvora za ispitivanje preciznosti metode

Tri serije rastvora koji sadrze 25, 100 i 500 pg/mL gentamicin-sulfata u vodi, sa po
Sest rastvora standarda u svakoj seriji, pripremljeni su i injektovani za ispitivanje preciznosti
metode.

4.2.1.4 Priprema rastvora za ispitivanje tacnosti metode

Laboratorijske smeSe koje sadrZze placebo komponente i aktivne supstance
(gentamicin-sulfat ili gentamicin-sulfata i linkomicin-hidrohlorid) su pripremljene u vodi u
adekvatnim koncentracijama koje odgovaraju ispitivanim formulacijama. Laboratorijske
smeSe su tretirane na isti nacin kao ispitivane formulacije koje su koris¢ene za pripremu
rastvora uzoraka. Za kvantitativnu analizu laboratorijskih smeSa, pripremljene su po tri serije
razblaZenja, od po Sest rastvora u svakoj seriji, u koncentracijama koje odgovaraju 80, 100 i
120% odgovarajucih koncentracija ispitivanih formulacija.

4.2.1.5 Priprema ispitivanih rastvora

Rastvor uzorka sirovine gentamicin-sulfata je dobijen rastvaranjem uzorka u vodi do
koncentracije od 100 pg/mL ukupnih gentamicina.

Rastvor uzorka Neogent® injekcija, koje sadrze 80 mg/mL gentamicin-sulfata,
pripremljen je razblaZivanjem uzorka vodom do radne koncentracije od 100 pg/mL ukupnih
gentamicina.
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Rastvor uzorka Neolincogent®, formulacije koja sadrzi 10 mg gentamicin-sulfata i 360
mg linkomicin-hidrohlorida u 1 g praska, pripremljen je rastvaranjem uzorka u vodi kako bi se
dobili rastvori sa finalnom koncentracijom od 100 pg/mL gentamicin-sulfata.

4.2.2 Parametri metode za odredivanje linkomicina

Metoda za analizu linkomicina obuhvatala je uslove koji podrazumevaju izokratsku
metodu sa mobilnom fazom koja se sastoji od smeSe vodenog rastvora trifluorosiréetne
kiseline (0,05%, v/v, pH 3,0, podeSeno amonijakom) i acetonitrila i odnosu 90%:10% (v/v) pri
ukupnom protoku od 0,5 mL/min. Injektovana je zapremina od 1 pl. Parametri masenog
detektora su obuhvatali primenu ESI jonizacije u pozitivnom modu pri temperaturi gasa od
325 °C, temperaturu isparivaca od 200 °C. Azot je koris¢en kao gas za susenje pri protoku od
5 L/min i kao gas rasprsivac pri pritisku od 60 psi. Na kapilaru je primenjivan napon od 2000
V, vreme MRM-a je bilo 200 ms, napon fragmentacije je bio 70 V, dok je koriS¢ena koliziona
energijaod 10 V.

4.2.2.1 Reagensi

Standard linkomicin-hidrohlorida je proizveden od strane European Directorate for the
Quality of Medicines and Health Care (EDQM). Acetonitril (HPLC stepena ¢istoce), 25%
vodeni rastvor amonijaka i trifluorosiréetna kiselina (TFA) su nabavljeni od JTBaker (Breda,
Holandija). Ultracista voda je dobijena iz Milli-Q sistema proizvedenog od strane Millipore
(Bedford, MA, USA). Komercijalni uzorci koji sadrze gentamicin-sulfat su proizvedeni i
nabavljeni od FMPharm (Subotica, Serbia). Metoda je ispitivana na slede¢im komercijalno
dostupnim formulacijama: Neolincogent® prasku koji sadrzi 360 mg linkomicin-hidrohlorida i
10 mg gentamicin-sulfata u 1 g praska, Neoli-spec® injekcijama koje sadrze 50 mg
linkomicin-hidrohlorida i 100 mg spektinomicin-dihidrohlorida u 1 mL rastvora i Neoli-spec
P-44® prasak koji sadrzi 22 mg linkomicin-hidrohlorida i 22 mg spektinomicin-dihidrohlorida
u 1 g praska.

4.2.2.2 Priprema standardnih rastvora

Rastvori standarda linkomicin-hidrohlorida su pripremljeni rastvaranjem standarda
linkomicin-hidrohlorida u vodi i dobijanjem rastvora koncentracije 500 pg/mL, koji je potom
razblazivan vodom do odgovarajucih koncetracija u rasponu 10 — 100 pg/mL, Kkoji su
korisc¢eni za konstruisanje kalibracione krive.

4.2.2.3 Priprema rastvora za ispitivanje preciznosti metode

Za ispitivanje preciznosti metode, pripremljene su po tri serije od po Sest rastvora koji
sadrze 10, 50 i 100 pg/mL linkomicin-hidrohlorida razblaZivanjem adekvatnih stok rastvora
koncentracije 500 pg/mL.
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4.2.2.4 Priprema rastvora za ispitivanje tacnosti metode

Laboratorijske smeSe koje sadrze placebo komponente i aktivne supstance
(gentamicin-sulfata i linkomicin-hidrohlorid ili linkomicin-hidrohlorid i spektinomicin-
dihidrohlorid) su pripremljene u vodi, u koncentracijama koje odgovaraju ispitivanim
formulacijama. Laboratorijske smeSe su tretirane na isti nacin kao ispitivane formulacije koje
su koriscene za pripremu rastovora uzoraka. Za kvantitativnu analizu laboratorijskih smesa,
pripremljene su po tri serije razblazenja, od po Sest rastvora u svakoj seriji, u koncentracijama
koje odgovaraju 80, 100 i 120% odgovarajucih koncentracija ispitivanih formulacija.

4.2.2.5 Priprema ispitivanih rastvora

Rastvor uzorka ispitivane sirovine linkomicin-hidrohlorida je pripremljen rastvaranjem
sirovine u vodi do koncentracije od 50 pg/mL linkomicin-hidrohlorida.

Rastvor uzorka Neolincogent®, formulacije koja sadrzi 10 mg gentamicin-sulfata i 360
mg linkomicin-hidrohlorida u 1 g praska, pripremljen je rastvaranjem uzorka u vodi kako bi se
dobili rastvori sa finalnom koncentracijom od 50 pug/mL linkomicin-hidrohlorida.

Rastvor uzorka Neoli-spec® injekcija, koje sadrze 50 mg linkomicin-hidrohlorida i 100
mg spektinomicin-dihidrohlorida u 1 mL, pripremljen je razblaZzivanjem uzorka vodom kako
bi se dobili zasebni rastvori koji sadrze po 50 pg/mL aktivne komponente.

Rastvori uzorka Neoli-spec P-44® praska, koji sadrzi 22 mg linkomicin-hidrohlorida i
22 mg spektinomicin-dihidrohlorida u 1 g praSka, pripremljeni su rastvaranjem uzorka u
odgovarajucoj kolicini kako bi se dobio rastvor koji sadrzi po 50 pg/mL linkomicin-
hidrohlorida i spektinomicin-dihidrohlorida.

4.2.3 Parametri metode za odredivanje spektinomicina

Metoda za analizu spektinomicina podrazumeva izokratsku metodu sa mobilnom
fazom koja se sastoji od smeSe vodenog rastvora trifluorosirc¢etne kiseline (0,05%, v/v, pH 3,0,
podeSeno amonijakom) i acetonitrila i odnosu 90%:10% (v/v) pri ukupnom protoku od 0,5
mL/min. Zapremina injektovanja je bila 1 pl. Parametri masenog detektora su obuhvatali
primenu ESI jonizacije u pozitivnom modu pri temperaturi gasa od 325 °C, temperaturu
isparivac¢a od 200 °C. Azot je koriséen kao gas za suSenje pri protoku od 5 L/min i kao gas
rasprsivac pri pritisku od 60 psi. Na kapilaru je primenjivan napon od 2000 V, vreme MRM-a
je bilo 200 ms, napon fragmentacije je bio 80 V, dok je koriS¢ena koliziona energija od 24 V.
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4.2.3.1 Reagensi

Standard spektinomicin-dihidrohlorida je proizveden od strane European Directorate
for the Quality of Medicines and Health Care (EDQM). Acetonitril (HPLC stepena ¢istoce),
25% vodeni rastvor amonijaka i trifluorosiréetna kiselina (TFA) su nabavljeni od JTBaker
(Breda, Holandija). Ultracista voda je dobijena iz Milli-Q sistema proizvedenog od strane
Millipore (Bedford, MA, USA). Komercijalni uzorci koji sadrze gentamicin-sulfat su
proizvedeni i nabavljeni od FMPharm (Subotica, Serbia). Metoda je ispitivana na slede¢im
komercijalno dostupnim formulacijama: Neoli-spec® injekcijama koje sadrfe 50 mg
linkomicin-hidrohlorida i 100 mg spektinomicin-dihidrohlorida u 1 mL rastvora i Neoli-spec
P-44°® pradak koji sadrzi 22 mg linkomicin-hidrohlorida i 22 mg spektinomicin-dihidrohlorida
u 1 g praska.

4.2.3.2 Priprema rastvora standarda

Rastvori standarda spektinomicin-dihidrohlorida su pripremljeni na isti nacin kao kod
linkomicin-hidrohlorida — razblazivanjem vodenog stok rastvora koncetracije 500 pug/mL do
rastvora koncetracija 10 — 100 pg/mL.

4.2.3.3 Priprema rastvora za ispitivanje preciznosti metode

Za ispitivanje preciznosti metode, pripremljene su po tri serije od po Sest rastvora koji
sadrze 10, 50 i 100 pg/mL spektinomicin-dihidrohlorida razblazivanjem adekvatnih stok
rastvora koncentracije 500 pg/mL.

4.2.3.4 Priprema rastvora za ispitivanje tacnosti metode

Laboratorijske smeSe koje sadrZze placebo komponente i aktivne supstance
(linkomicin-hidrohlorid 1 spektinomicin-dihidrohlorid) su bile pripremljene u vodi u
koncentracijama koje odgovaraju koncentracijama ispitivanih formulacija. Laboratorijske
smeSe su tretirane na isti nacin kao ispitivane formulacije koje su koris¢ene za pripremu
rastovora uzoraka. Za kvantitativnu analizu laboratorijskih smesa, pripremljene su po tri serije
razblaZenja, od po Sest rastvora u svakoj seriji, u koncentracijama koje odgovaraju 80, 100 i
120% odgovarajucih koncentracija ispitivanih formulacija.

4.2.3.5 Priprema ispitivanih rastvora

Rastvor uzorka ispitivane sirovine spektinomicin-dihidrohlorida je pripremljen
rastvaranjem uzorka u vodi do radne koncentracije od 50 pg/mL.

Rastvor uzorka Neoli-spec® injekcija, koje sadrze 50 mg linkomicin-hidrohlorida i 100
mg spektinomicin-dihidrohlorida u 1 mL, pripremljen je razblaZivanjem uzorka vodom kako
bi se dobili zasebni rastvori koji sadrze po 50 pg/mL aktivne komponente.
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Rastvori uzorka Neoli-spec P-44® pradka, koji sadrzi 22 mg linkomicin-hidrohlorida i
22 mg spektinomicin-dihidrohlorida u 1 g praska, pripremljeni su rastvaranjem uzorka u
odgovarajucoj kolicini kako bi se dobio rastvor koji sadrzi po 50 pg/mL linkomicin-
hidrohlorida i spektinomicin-dihidrohlorida.

4.2.4 Parametri metode za odredivanje neomicina

Hromatografsko razdvajanje je postignuto pri temperaturi od 20 °C primenom mobilne
faze koja se sastoji od smeSe mobilne faze A — 0,1% rastvora heptafluorobuterne kiseline
(HFBA) u vodi sa dodatkom amonijaka do pH 2,5 i mobilne faze B — acetonitrila. Mobilne
faze su koriS¢ene u gradijentnom odnosu prikazanom u Tabeli 3 pri ukupnom protoku od 0,5
mL/min. Zapremina injektovanja je 1 pl.

Tabela 3. Gradijentni uslovi hromatografske metode za analizu neomicina

Vreme Mobilnafaza A Mobilna faza B

0 min 95,0% 5,0%
12 min 50,0% 50,0%
18 min 30,0% 70,0%
22 min 30,0% 70,0%

* A —0,1% rastvor heptafluorobuterne kiseline (HFBA) u vodi sa dodatkom amonijaka do pH
2,5
B - acetonitril

Parametri masenog detektora su obuhvatali primenu ESI jonizacije u pozitivnom modu
pri temperaturi gasa od 325 °C, temperaturu isparivaca od 225 °C. Azot je kori$éen kao gas za
suSenje pri protoku od 6 L/min i kao gas rasprsivac¢ pri pritisku od 60 psi. Na kapilaru je
primenjen napon od 2500 V, vreme MRM-a je bilo 10 ms, napon fragmentacije je bio 150 V,
dok je koriS¢ena koliziona energija od 43 V.

4.2.4.1 Reagensi

Standard neomicin-sulfata je nabavljen od European Directorate for the Quality of
Medicines and Health Care (EDQM) (Strasbourg, Francuska). Acetonitril (HPLC stepena
cistoce), 25% vodeni rastvor amonijaka, trietilamin (TEA) i trifluorosircetna kiselina (TFA) su
nabavljeni od JTBaker (Breda, Holandija). Ultracista voda je dobijena iz Milli-Q sistema
proizvedenog od strane Millipore (Bedford, MA, USA). Komercijalni uzorci koji sadrze
neomicin-sulfat su proizvedeni i nabavljeni od FMPharm (Subotica, Srbija). Metoda je
ispitivana na slede¢im komercijalno dostupnim formulacijama: Neomycin 25%® prasku koji
sadrzi 250 mg neomicin-sulfata u 1 g praska i Neosulfox P® prasku koji sadrzi 60 mg
neomicin-sulfata i 40 mg oksitetraciklin-hidrohlorida ul g praska.
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4.2.4.2 Priprema rastvora standarda

Stok rastvor neomicin-sulfata u koncentraciji od 500 pg/mL je pripremljen
rastvaranjem standardne supstance u vodi. Rastvori za ispitivanje linearnosti metode i
kreiranje kalibracione krive su pripremljeni razblazivanjem stok rastvora vodom do
odgovarajucih koncetracija 10 — 120 pg/mL.

4.2.4.3 Priprema rastvora za ispitivanje preciznosti metode

Tri serije vodenih rastvora koje sadrze po 10, 50 and 120 pug/mL neomicina, od po Sest
rastvora u svakoj seriji, pripremljene su i injektovanje za ispitivanje preciznosti metode.

4.2.4.4 Priprema rastvora za ispitivanje tacnosti metode

Laboratorijske smeSe koje sadrZze placebo komponente i aktivne supstance (neomicin-
sulfata ili neomicin-sulfata i oksitetraciklin-hidrohlorida) su pripremljene u vodi u adekvatnim
koncentracijama koje odgovaraju ispitivanim formulacijama. Laboratorijske smeSe su tretirane
na isti nacin kao ispitivane formulacije koje su koriSéene za pripremu rastovora uzoraka. Za
kvantitativnu analizu laboratorijskih smeSa, pripremljene su po tri serije razblazenja, od po
Sest rastvora u svakoj seriji, u koncentracijama koje odgovaraju 80, 100 i 120% odgovarajucih
koncentracija ispitivanih formulacija.

4.2.4.5 Priprema ispitivanih rastvora

Priprema ispitivanog rastvora Neomycin 25%®, koji sadrzi 250 mg neomicin-sulfata u
1 g praSka, podrazumeva rastvaranje uzorka u vodi do radne koncentracije od 50 pg /mL.

Rastvor za ispitivanje Neosulfox P®, formulacije koja sadrzi 60 mg neomicin-sulfata i
40 mg oksitetraciklin-hidrohlorida u 1 g praSka, pripremljen je rastvaranjem uzorka u vodi do
koncentracije od 50 pug /mL mg neomicin-sulfata i 50 pg /mL oksitetraciklin-hidrohlorida.

4.2.5 Parametri metode za odredivanje streptomicina

Hromatografsko razdvajanje streptomicina i njegovih necisto¢a je postignuto na
temperaturi od 20 °C primenom gradijenta mobilne faze koja se sastoji od mobilne faze A —
0,1 % vodenog rastvora heptafluorobuterne kiseline, pH 2,5 i mobilne faze B — acetonitrila.
Gradijent je prikazan u Tabeli 4. Injektovanja je zapremina od 1 pL.

Tabela 4 Gradijentni uslovi hromatografske metode za analizu streptomicina

Vreme Mobilnafaza A Mobilna faza B
0 min 95,0% 5,0%
15 min 50,0% 50,0%
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A - 0,1% rastvor heptaflurobuterne kiseline (HFBA) u vodi sa dodatkom amonijaka do pH 2,5
B - acetonitril

Parametri masenog detektora koji je povezan sa tecnim hromatografom bili su slededi:
koris¢ena je ESI jonizacija u pozitivnom modu uz temperaturu gasa od 250 °C i temperaturu
isparivaca od 200 °C. Azot je koriséen kao gas za suSenje pri protoku od 5 L/min i kao gas
rasprsivac pri pritisku od 60 psi. Na kapilaru je primenjen napon od 2000 V, vreme MRM-a je
bilo 50 ms, napon fragmentacje je bio 120 V dok je koriS¢ena koliziona energija od 40 V.

4.2.5.1 Reagensi

Streptomicin-sulfat je nabavljen od European Directorate for the Quality of Medicines
and Health Care (EDQM) (Strasbourg, Francuska). Acetonitril (HPLC stepena cistoce), 25%
vodeni rastvor amonijaka, heptafluorobuterna kiselina (HFBA) su nabavljeni od JTBaker
(Breda, Holandija). Ultrac¢ista voda je donijena iz Milli-Q sistema proizvedenog od strane
Millipore (Bedford, MA, USA). Metoda je ispitivana na sirovinama streptomicin-sulfata.

4.2.5.2 Priprema rastvora standarda

Stok rastvor streptomicin-sulfata u koncentraciji od 500 pg/mL je pripremljen
rastvaranjem standardne supstance u vodi. Rastvori za ispitivanje linearnosti metode i
kreiranje kalibracione krive su pripremljeni razblaZivanjem stok rastvora vodom do
odgovarajucih koncetracija 10 — 120 pg/mL.

4.2.5.3 Priprema rastvora za ispitivanje preciznosti metode

Tri serije vodenih rastvora koje sadrze po 10, 50 and 120 pg/mL streptomicin-sulfata,
od po Sest rastvora u svakoj seriji, pripremljene su i injektovane za ispitivanje preciznosti
metode.

4.2.5.4 Priprema rastvora za ispitivanje tacnosti metode

Rastvori sirovine streptomicin-sulfata sa dodatkom tacno definisane koli¢ine standarda
su pripremljene u vodi, u koncentracijama koje odgovaraju 80, 100 i 120% radne
koncentracije. Za kvantitativnu analizu, pripremljene su po tri serije razblaZzenja, od po Sest
rastvora u svakoj seriji i injektovane.

4.2.5.5 Priprema ispitivanih rastvora

Rastvor ispitivane sirovine u vodi je napravljen u radnoj koncentraciji od 50 pug /mL
mg streptomicin-sulfata i injektovan. Rastvor uzorka Streptomycin 20%® gde 1ml injekcionog
rastvora sadrzi streptomicina (u obliku sulfata) 200 mg je pripremljen razblazivanjem
injekcionog rastvora do radne koncentracije od 50 pg /mL mg streptomicin-sulfata.

24



4.2.6 Parametri metode za odredivanje dihidrostreptomicina

Hromatografsko razdvajanje dihidrostreptomicina i njegovih necistoca je postignuto na
temperaturi od 20 °C primenom gradijenta mobilne faze koja se sastoji od mobilne faze A -
0,1 % vodenog rastvora heptafluorobuterne kiseline, pH 2,5 i mobilne faze B — acetonitrila.
Gradijent je prikazan u Tabeli 5. Injektovanja je zapremina od 1 pL.

Tabela 5. Gradijentni uslovi hromatografske metode za analizu streptomicina

Vreme Mobilnafaza A Mobilna faza B

0 min 85,0% 15,0%
8 min 30,0% 70,0%
9 min 30,0% 70,0%

A - 0,1% rastvor heptaflurobuterne kiseline (HFBA) u vodi sa dodatkom amonijaka do pH 2,5
B - acetonitril

Parametri masenog detektora koji je povezan sa tecnim hromatografom su slededi:
kori$éena je ESI jonizacija u pozitivnom modu uz temperaturu gasa od 250 °C i temperaturu
isparivaca od 200 °C. Azot je koriséen kao gas za suSenje pri protoku od 5 L/min i kao gas
rasprSivac pri pritisku od 60 psi. Na kapilaru je primenjen napon od 2000 V, vreme MRM-a je
bilo 150 ms, napon fragmentacje je bio 140 V dok je koriS¢ena koliziona energija od 30 V.

4.2.6.1 Reagensi

Dihidrostreptomicin-sulfat je nabavljen od European Directorate for the Quality of
Medicines and Health Care (EDQM) (Strasbourg, Francuska). Acetonitril (HPLC stepena
cistoce), 25% vodeni rastvor amonijaka, heptafluorobuterna kiselina (HFBA) su nabavljeni od
JTBaker (Breda, Holandija). Ultracista voda je donijena iz Milli-Q sistema proizvedenog od
strane  Millipore (Bedford, MA, USA). Metoda je ispitivana na sirovinama
dihidrostreptomicin-sulfata.

4.2.6.2 Priprema rastvora standarda

Stok rastvor dihidrostreptomicin-sulfata u koncentraciji od 500 pg/mL je pripremljen
rastvaranjem standardne supstance u vodi. Rastvori za ispitivanje linearnosti metode i
kreiranje kalibracione krive su pripremljeni razblazivanjem stok rastvora vodom do
odgovarajucih koncetracija 10 — 120 pg/mL.
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4.2.6.3 Priprema rastvora za ispitivanje preciznosti metode

Tri serije vodenih rastvora koje sadrZze po 10, 50 and 120 pug/mL dihidrostreptomicin-
sulfata, od po Sest rastvora u svakoj seriji, pripremljene su i injektovanje za ispitivanje
preciznosti metode.

4.2.6.4 Priprema rastvora za ispitivanje tacnosti metode

Rastvori sirovine dihidrostreptomicin-sulfata sa dodatkom tacno definisane koli¢ine
standarda su pripremljene u vodi u koncentracijama koje odgovaraju 80, 100 i 120% radne
koncentracije. Za kvantitativnu analizu, pripremljene su po tri serije razblazenja, od po Sest
rastvora u svakoj seriji i injektovane.

4.2.6.5 Priprema ispitivanih rastvora

Rastvor ispitivane sirovine u vodi je napravljen u radnoj koncentraciji od 50 pg /mL
mg dihidrostreptomicin-sulfata i injektovan. Rastvori uzorka Neostrep® injekcije koje sadrze
200.000 i.j. benzilpenicilin-prokaina (prokain penicilina G) i 200 mg dihidrostreptomicina u 1
ml injekcije je pripremljen razblazivanjem vodom do radne koncentracije od 50 pg /mL mg
dihidrostreptomicin-sulfata, kao i rastvor Neostrep L.A. ® gde 1 ml suspenzije za injekciju
sadrzi prokain benzilpenicilina 120.000 i.j., benzatin benzilpenicilina 80.000 i.j. i
dihidrostreptomicina (u obliku sulfata) 200 mg.

4.2.7 Parametri metode za odredivanje oksitetraciklina

Hromatografsko razdvajanje oksitetraciklina i njegovih necistoca i srodnih supstanci je
dobijeno na temperaturi od 50 °C primenom gradijenta mobilne faze koja se sastoji od
mobilne faze A - 0,3 % vodenog rastvora trifluorosiréetne kiseline pH 2,5 podeSeno
dodatkom amonijaka i mobilne faze B — metanola. Gradijent je prikazan u Tabeli 6.
Zapremina injektovanja je 10 pL.

Tabela 6. Gradijentni uslovi hromatografske metode za analizu oksitetraciklina

Vreme Mobilnafaza A Mobilna faza B

0 min 93,0% 7,0%
2 min 93,0% 7,0%
14 min 31,0% 69,0%
17 min 0,0% 100,0%
18 min 0,0% 100,0%

A - 0,3% rastvor triflurosircetne kiseline (TFA) u vodi sa dodatkom amonijaka do pH 2,5
B — metanol
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Parametri masenog detektora koji je povezan sa tecnim hromatografom bili su slededi:
koris¢ena je ESI jonizacija u pozitivnom modu uz temperaturu gasa od 325 °C i temperaturu
isparivaca od 225 °C. Azot je koriséen kao gas za suSenje pri protoku od 6 L/min i kao gas
rasprSivac pri pritisku od 60 psi. Na kapilaru je primenjen napon od 2500 V, vreme MRM-a je
bilo 10 ms, napon fragmentacje je bio 110 V dok je koriS¢ena koliziona energija od 20 V.

4.2.7.1 Reagensi

Standard oksitetraciklin-hidrohlorida je nabavljen od European Directorate for the
Quality of Medicines and Health Care (EDQM) (Strasbourg, Francuska). Acetonitril (HPLC
stepena cistoce), 25% vodeni rastvor amonijaka, trietilamin (TEA) i trifluorosiréetna kiselina
(TFA) su nabavljeni od JTBaker (Breda, Holandija). Ultracista voda je dobijena iz Milli-Q
sistema proizvedenog od strane Millipore (Bedford, MA, USA). Komercijalni uzorci koji
sadrze oksitetraciklin-hidrohlorid su proizvedeni i nabavljeni od FMPharm (Subotica, Srbija).
Metoda je ispitivana na slede¢im komercijalno dostupnim formulacijama: Neosulfox P®
prasku koji sadrZi 60 mg neomicin-sulfata i
40 mg oksitetraciklin-hidrohlorida ul g praska i Neocyclin L.A.®, injekcijama koje sadrze 200
mg oksitetraciklin-hidrohlorida u 1 ml formulacije.

4.2.7.2 Priprema rastvora standarda

Stok rastvor oksitetraciklin-hidrohlorida u koncentraciji od 500 pg/mL je pripremljen
rastvaranjem standardne supstance u vodi. Rastvori za ispitivanje linearnosti metode i
kreiranje kalibracione krive su pripremljeni razblaZivanjem stok rastvora vodom do
odgovarajucih koncetracija 10 — 120 pg/mL.

4.2.7.3 Priprema rastvora za ispitivanje preciznosti metode

Tri serije vodenih rastvora koje sadrze po 10, 50 and 120 pg/mL oksitetraciklin-
hidrohlorida, od po Sest rastvora u svakoj seriji, pripremljene su i injektovanje za ispitivanje
preciznosti metode.

4.2.7.4 Priprema rastvora za ispitivanje tacnosti metode

Laboratorijske smeSe koje sadrze placebo komponente i aktivne supstance
(oksitetraciklin-hidrohlorida ili  neomicin-sulfata i  oksitetraciklin-hidrohlorida) su
pripremljene u vodi u adekvatnim koncentracijama koje odgovaraju ispitivanim
formulacijama. Laboratorijske smeSe su tretirane na isti nacin kao ispitivane formulacije koje
su koriS¢ene za pripremu rastovora uzoraka. Za kvantitativnu analizu laboratorijskih smesa,
pripremljene su po tri serije razblaZenja, od po Sest rastvora u svakoj seriji, u koncentracijama
koje odgovaraju 80, 100 i 120% odgovarajucih koncentracija ispitivanih formulacija.
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4.2.7.5 Priprema ispitivanih rastvora

Rastvor za ispitivanje sirovine oksitetraciklin-hidrohlorida je pripremljen rastvaranjem
sirovine u vodi do radne koncentracije od 50 pg /mL.

Rastvor za ispitivanje Neosulfox P®, formulacije koja sadrZi 60 mg neomicin-sulfata i
40 mg oksitetraciklin-hidrohlorida u 1 g praska, pripremljen je rastvaranjem uzorka u vodi do
koncentracije od 50 pug /mL mg neomicin-sulfata i 50 pg /mL oksitetraciklin-hidrohlorida.

Rastvor za ispitivanje Neocyclin L.A.® injekcija, koje sadrze 200 mg oksitetraciklin-
hidrohlorida u 1 ml formulacije, pripremljen je razblazivanjem injekcije do koncentracije od
50 pg/mL oksitetraciklin-hidrohlorida.
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5 Rezultati i diskusija

Farmaceutski dozirani oblici, koji sadrze aminoglikozidne antibiotike kao aktivne
komponente, redovno se ispituju kako na prisustvo necisto¢a, tako i na sadrzaj aktivne
komponente. Farmakopeje definiSu brojne metode tecne i gasne hromatografije, kao i
mikrobioloSke metode za njihovo odredivanje (4, 6, 11) (Council of Europe,
2011.)(Commission, 2010)(United States Pharmacopoeial Convention., 2007). Gentamicin je
kompleks aminoglikozida koji se uglavnom sastoji od smeSe gentamicina C1, Cla, C2, C2a i
C2b (Slika 10). Rutinski, u farmaceutskoj industriji, zbog viSsekomponentne prirode
gentamicina, odreduje se samo relativni procenat glavnih komponenti. Za odredivanje sastava
gentamicina i spektinomicina, Evropska farmakopeja propisuje metodu reverzno fazne tecne
hromatografije sa elektrohemijskom detekcijom nakon postkolonske derivatizacije.
Linkomicin se ispituje na prisustvo linkomicina B kao glavne necisto¢e. Takode se koriste
mikrobioloSka odredivanja, imunoodredivanja i ELISA metode koje ne mogu kvantifikovati
pojedinac¢ne komponente gentamicina kao ni necisto¢e prisutne u doziranim oblicima.

Kao Sto je ve¢ pomenuto, analiza aminoglikozida predstavlja izazov zbog nedostatka
znacajnih hromofora ili fluorofora u ovim strukturama. Brojne analiticke metode su koris¢ene
za kvantifikaciju aminoglikozida u literaturi. Sa ovim ciljem primenjivane su razli¢ite tehnike
poput tecne hromatografije sa UV detekcijom i derivatizacijom (Kim B-H., 2003), (Kihn K.
D., 2008), (Yan H. D., 2009), teéna hromatografija sa fluorescentnom detekcijom i
derivatizacijom (Morovjain Gy., 1998), (Al-Majed, 2008), (Al-Amoud A. 1., 2002), tecna
hromatografija sa elektrohemijskom detekcijom (Ghinami C., 2007),(Manyanga V. K. K.,
2008), (Manyanga V. G. O., 2007), (Bin Guan, 2007), (Zawilla N.H., 2006), (Pendela M.,
2004), (Xi L. L., 2009), tecna hromatografija sa detekcijom pomocu evaporative light
scattering detektora (Clarot, 2005), (Megoulas, 2004), (Wang M-J., 2006), ili kapilarna
elektroforeza (Yuan L. L., 2005), (Srisom, 2007), (Huidobro, 2009). KoriS¢ene metode tec¢ne
hromatografije i kapilarne elektroforeze su zahtevale kao neophodni korak predkolonsku ili
postkolonsku derivatizaciju (poput derivatizacije sa o-ftalaldehidom
(OPA)/merkaptosiréetnom kiselinom (MAA)), kako bi se omogucila UV ili fluorescentna
detekcija. lako je ovakav nacin detekcije prilicno osetljiv, obavezni korak derivatizacije
zahteva vreme uz neophodne dobro kontrolisane eksperimentalne uslove za dobijanje
reproduktivnih rezultata. Uzimajuc¢i ovo u obzir, masena spektrometrija predstavlja metodu
izbora za detekciju aminoglikozida, poSto omogucava visok stepen osetljivosti i pouzdanu
identifikaciju bez derivatizacionih koraka. Ovakav nacin detekcije je koriS¢en u mnogim
studijama koje su za predmet istrazivanja imale razli¢ite vrste uzoraka i ciljeve (Loffler D.,
2003), (Zhu, 2008), (Heller D.N., 2005), (Lecaroz C., 2006), (Grahek R., 2009), (Li B., 2011),
(Sin D. W-M., 2004), (Lopez M., 2008), (Carretero V., 2008), (Sin D. W-M., 2004), (Oertel,
2004), (Turnipseeda, 2009), (Li, 2007).
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Podstaknuti ispred pomenutim, i imaju¢i na umu da se izazovi i problemi vezani za
analiziranje aminoglikozidnih antibiotika veoma razlikuju u zavisnosti od aktivne supstance,
za cilj ove disertacije postavljeno je ispitivanje sledecih antibiotika: gentamicina, linkomicina,
spektinomicina, neomicina, streptomicina i dihidrostreptomicina. Pored metoda za ispitivanje
aminoglikozida, uraden je razvoj i validacija metode za analizu oksitetraciklin-hidrohlorida
zbog prisustva ove aktivne komponente u formulaciji koja sadrzi kombinaciju aminoglikozida
i tetraciklina (preparati sa ovakvom kombinacijom antibiotika omogucavaju Siri spektar
dejstva). Ispitivanje je potvrdilo moguc¢nost analize pojedinacnih komponenti i njihovih
necistoca i srodnih supstanci nesmetano od prisustva drugih komponenti.

5.1 Odredivanje gentamicin-sulfata

Glavni izazov u razvoju LC/MS/MS metode za analizu gentamicin-sulfata je bilo
postizanje kompletnog hromatografskog razdvajanja C2 komponenti gentamicina. Kako
ispitivani gentamicin-sulfat predstavlja smesu aktivnih komponenti — C1, Cla, C2, C2ai C2b
(Slika 10) i posto su ispitivane C2 komponente polozajni i/ili stereoizomeri koji imaju istu
molekulsku masu (time i jone istih m/z vrednosti), bilo je neophodno posti¢i njihovo
hromatografsko razdvajanje. Optimizacija hromatografskih uslova ukljucivala je koriS¢enje
razlicitih pufera sa razlicitim pH vrednostima, razli¢itin uslova gradijenta kao i testiranje
razlicitih stacionarnih faza. Prisustvo trietilamina (TEA) u puferima rezultira boljim oblicima
pikova i kra¢im retencionim vremenima ali pod takvim uslovima C2 komponente nisu mogle
biti kompletno odvojene od ostalih akitivnih komponenti smeSe. Takode, povrSine odgovora
ispitivanih MS/MS tranzicija su bile veoma male, poSto TEA uti¢e na jonizaciju. Stoga,
kompromis izmedu oblika pikova i osetljivosti sa jedne strane i rezolucije sa druge strane,
postignut je koris¢enjem pufera koji sadrzi 0,1% TFA sa amonijakom i samo 1,0% pufera koji
sadrzi 0,1% TFA sa TEA za poboljSanje rezolucije i oblika pikova.

Takode, testirane su C18 stacionarne faze i pokazano je da je faza sa dvostrukim
blokiranjem slobodnih hidroksilnih grupa omoguc¢ila bolje razdvajanje u odnosu na
stacionarnu fazu u kojoj postoji veci procenat slobodnih OH grupa.

Ispitivan je i uticaj pH vrednosti mobilne faze i utvrdene su znacajne promene u
hroamtografskom ponaSanju komponenti sa promenama pH vrednosti. Promena pH je
poakzala najizrazeniji uticaj na oblik pikova, a time i na rezoluciju izmedu C2 komponenti
gentamicina. Cak su varijacije od 0,2 pH jedinice rezultirale znagajnim tailing efektom pikova
Sto je dovodilo do smanjenja rezolucije izmedu pikova. Ovo predstavlja kritican parametar,
posto je C2b komponenta prisutna u niskom procentu, pa je visoka rezolucija, koja obezbeduje
razdvajanje do bazne linije, neophodna kako bi se ova komponenta mogla samostalno
kvantifikovati. Tipi¢ni dobijeni hromatogram za razdvajanje komponenti gentamicina je
prikazan na Slici 9.
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Slika 9. Tipi¢an hromatogram (MRM) koji prikazuje razdvajanje aktivnih komponenti
gentamicina

Metoda za analizu gentamicina ukljucuje parametre za ispitivane komponente
prikazane na Slici 10 koje su definisane u vaze¢im farmakopejama (Evrpska farmakopeja,
Britanska farmakopeja). Sve aktivne komponente i definisane necistoce poznate strukture su
detektovane i pouzdano identifikovane preko MS/MS spektara osim 2-deoksistreptamina.
Takode su detektovane neke dodatne necistoce, $to se poklapa sa rezultatima ostalih skorijih
studija koje su se bavile ovom problematikom. (Grahek R., 2009), (Li B., 2011)

Slika 10. Struktura gentamicina kao aktivne komponente i njegovih necistoc¢a

U poredenju sa ostalim skorijim ispitivanjima, MS detekcija primenom jonske zamke
kao tehnike masene spektroskopije omogucava pouzdanije rezultate identifikacije komponenti
i potvrde njihove strukture, dok je za potrebe kvantifikacije koriS¢ena pulsna elektrohemijska
detekcija sa vremenom analize od 85 min. U drugoj studiji sa slicnim ciljem, QQQ maseni
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spektrometar je koriS¢en ali samo u svrhu identifikacije uz trajanje analize od 30 min i
omogucila je identifikaciju novih necisto¢a gentamicina. (Grahek R., 2009), (Li B., 2011)

Kao i prethodne studije, 1 naSe ispitivanje potvrduje identifikaciju farmakopejski
definisanih necisto¢a gentamicina, ali omogucava i detekciju i identifikaciju novih necistoca.
Glavni fokus je bio kvantifikacija komponenti i ona je izvrSena primenom detektora visoke
selektivnosti. Takode, osim rezultata kvantifikacije komponenti i validacije metode za
primenu u rutinskoj kontroli kvaliteta, metoda omoguc¢ava sprovodenje kompletne analize u
vremenu kracem od 20 min, $§to moZe znacajno povecati produktivnost i redukovati troSkove
analize.

5.1.1 Validacija metode za odredivanje gentamicin-sulfata

Postavljena metoda za odredivanje gentamicin-sulfata i njegovih necisto¢a je
validirana prema poslednjim ICH regulativama, Sto podrazumeva ispitivanje specific¢nosti,
linearnosti, tacnosti, preciznosti, osetljivosti i robustnosti metode. Metoda je testirana u
odredivanju kako aktivnih komponenti, tako i necisto¢a prisutnin u farmaceutskim
formulacijama koje sadrze gentamicin kao aktivnu komponentu. Ispitivani farmaceutski
preparati su bili u obliku injekcija ili praska, $to je omogucilo ispitivanje uticaja razlicitih
matriksa na robustnost metode.

5.1.1.1 Specificnost metode

Specificnost metode je garantovana MS/MS tranzicijama analiziranih komponenti.
Prekursori i produkt joni ispitivanih komponenti su prikazani u Tabeli 7. Kvantifikacioni joni
su joni koji daju najjaci intenzitet odgovora, dok su kvalifikacioni joni drugi po redu po
intenzitetu u spektru odredene komponente. Odnos izmedu ova dva jona mora biti konstantan
kako bi se pouzdano identifikovala komponenta.

Tabela 7. Prekursori i produk joni razvijene LC/MS/MS metode za analizu gentamicina

Komponenta m/z Kvantifikacioni jon Kvalifikacioni jon

Gentamicin-sulfat — aktivne komponente

Gentamicin C1 478,0 322,0 157,0
Gentamicin Cla 450,0 322,0 160,0
Gentamicin C2 464,0 322,0 160,0
Gentamicin C2a 464,0 322,0 160,0
Gentamicin C2b 464,0 322,0 160,0
Gentamicin-sulfat — necistoce

Sisomicin 448,4 254,1 270,1
Garamin 322,3 160,0 112,0
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Komponenta m/z Kvantifikacioni jon Kvalifikacioni jon

Gentamicin B1 497 4 338,0 162,8
Necisto¢a D 4824 307,0 161,0
2-Deoksistreptamine 163,0 Nije detektovan Nije detektovan
Gentamin C1 319,3 157,0 138,9
Gentamicin B 483,4 163,0 205,0
JI-20A 482,4 161,0 307,0
Gentamicin A 469,4 163,0 323,9

Dobijeni hromatogrami, ekstrahovani po masama pojedinacnih komponenti i
odgovaraju¢i MRM spektri koji prikazuju navedene tranzicije, prikazani su na Slici 11 i Slici
12.
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Slika 11. Ekstrahovani hromatogrami aktivnih komponenti i njihovi spektri
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Slika 12. Spektri necistoca gentamicina

5.1.1.2 Linearnost
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Counts vs. MasstoCharge (miz)

Linearnost metode je ispitivana za sve aktivne komponente pojedinac¢no na 8 razlicitih
koncentracija. Dobijene kalibracione krive za radne koncentracije imaju koeficijent korelacije
ve¢i od 0,99 za svaku pojedinacnu komponentu Sto je prikazano u Tabeli 8, osim za
gentamicin C2b, gde je koeficijent veci od 0,98. Kalibracione krive ispitivanih supstanci su

prikazane i na Slici 13.

34



Tabela 8. Kalibracione krive metode za analizu gentamicina

Komponenta

Opseg koncentracija pug/mL

Jednacina

Gentamicin C1
Gentamicin Cla
Gentamicin C2
Gentamicin C2a

Gentamicin C2b

16,39 - 163,9
21,74 - 217,4
7,62-76,2
4,20-42,0
0,49-49

y=441361x-21933
y=139074x-3968
y=416649x-10724
y=406126Xx-13688
y=220363x-464

0,9977
0,9958
0,9958
0,9919
0,9875

C1-8Levels, 8 Levels Used, 45 Points, 42 Points Used, 0 QCs
2 x10.5] y = 441365.3075 * x - 21933.4680

2 7{R"2=000767344

g 65

g &

C2- 8 Levels, 8 Levels Used, 45 Points, 43 Points Used, 0 QCs

2 x105 |
g

y =416649.3264 * x - 10724.7495

] R'2 = 099585354

G2a- 8 Levels, 8 Levels Used, 45 Points, 42 Points Used, 0 QCs.

y =406126.7852 * x - 13688.3219
R*2=0.99194648

01 02 03 04 05 06 07 08 09 1

14 18 16 17
Concentration (ng/mi}

112 13

005 01 015 02 025 03 035 04

evels, 8 Levels Used, 45 Points, 42 Points Used, 0 QCs

y =220363.1157 * x +464.5280
R*2 = 0.98750005

05 086 07 075 08
Concentration (ng/mi}

045 05 055

o
L]
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Concentration (ng/miy

0.005 0.01 0.015 0.02 0.025

Cla- 8 Levels, 8 Levels Used, 45 Points, 44 Paints Used, 0 QCs.
2 x10 5 y = 129074.2058 * x - 3968.5984

27 3{R"2=0.99584703
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Slika 13. Kalibracione krive aktivnih komponenti gentamicina

5.1.1.3 Preciznost i tacnost metode

0.035 0.04 0.045 0.05

Concentration (ng/mi}

Preciznost metode je definisana preko standardne devijacije serije od 6 injektovanja za
najnizu, srednju i najvisu koncentraciju iz kalibracionog seta. Dobijeni rezultati su prikazani u

Tabeli 9.

Tacnost metode je racunata iz serije od 6 injektovanja uzorka sa dodatom poznatom
koli¢inom standarda (laboratorijski pripremljene smese). Rezultati su izraZzeni kao procenat
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recovery-ja i prikazani u Tabeli 9 za razlicite koncentracione nivoe koji odgovaraju 80%,
100% i 120% radne koncentracije.

Tabela 9. Preciznost i ta¢nost metode za analizu gentamicina

Preciznost Tac¢nost

Komponenta Kor:;ezt;icua RSD [%] Uzeto pg/mL nadjeno pg/mL RSD [%] Recovery
B 5,77 1,95 18,47 17,89+0,28 1,59 96,86%
gimam'c'” 23,09 0,70 23,09 22,53+0,31 1,35 97,59%
115,45 0,91 27,71 28,30+0,24 0,85 102,21%

B 8,81 1,97 28,18 27,38+0,30 1,11 97,17%
gi;tam'c'n 35,23 1,14 35,23 33,47+0,41 1,16 95,02%
176,15 1,11 42,28 41,37+0,65 1,58 97,86%

B 5,46 1,18 17,46 16,39+0,23 1,42 93,90%
g;mam'c'n 21,83 0,74 21,83 20,73+0,27 1,31 94,97%
109,15 1,56 26,20 26,94+0,37 1,39 102,84%

B 4,43 1,79 14,18 13,310,23 1,77 93,91%
g;ztam'c'n 17,72 1,17 17,72 16,67+0,22 1,32 94,06%
88,6 0,81 21,26 20,53+0,14 0,71 96,57%

B 0,53 2,12 1,70 1,7040,05 3,21 99,83%
g;gtam'c'” 2,13 1,22 2,13 2,08+0,06 2,92 97,63%
10,65 1,87 2,56 2,56+0,08 3,19 100,01%

5.1.1.4 Robustnost

Robustnost metode je testirana variranjem temperature (34 i 30 °C) i pH vrednosti
mobilne faze (2.4 i 2.6). Paramteri jonskog izvora su testirani pod promenjenim uslovima
(temperatura gasa 320 °C, temperatura uparivaca 220 °C i pritisak gasa na rasprsivacu od 50 i
55 psi). Navedena variranja parametara nisu pokazala znacajan uticaj na razdvajanje
ispitivanih komponenti osim pH vrednosti mobilne faze koja je u slucaju hromatografskog
razdvajanja aktivnih komponenti gentamicina kriti¢an parametar (promena pH vrednosti od
0,1 je dala zadovoljavajuce razdvajanje ali su se mogle primetiti promene u obliku pikova).

5.1.1.5 Osetljivost

Osetljivost metode se izrazava preko limita detekcije (LOD) i limita kvantifikacije
(LOQ) koji se racunaju kao vrednosti pri kojima je odnos signala pika i Suma bazne linije 3 za
LOD, odnosno 10 za LOQ. LOD za gentamicin C2b, komponentu koja je prisutna u najnizoj
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koncentraciji u gentamicinu, iznosi 9,85 ng/mL dok je LOQ 32,85 ng/mL. Ocekuju se da ove
vrednosti budu znatno nize za MS/MS detekciju, ali mobilna faza koja sadrzi TFA i TEA kao
dobro poznate supresore jonizacije, smanjuje osetljivost metode. Kako je razvijena metoda
namenjena za rutinsku kontrolu kvaliteta farmaceutskih formulacija, osetljivost metode nije
Kritican parametar, ve¢ je to mogucnost pojedinacnog odredivanja ispitivanih komponenti
prisutnih u formulacijama, $to je i postignuto hromatografskim razdvajanjem uz primenu
mobilne faze koja sadrzi TFA i TEA.

5.1.2 Analiza uzoraka koji sadrze gentamicin-sulfat

Razvijena metoda je primenjena za odredivanje aktivnih komponenti i necistoca u
doziranim oblicima koji sadrze gentamicin-sulfat u injekcijama i u prasku. Kod ispitivanih
uzoraka radeno je odredivanje sadrzaja aktivne komponente i poredena njegova uskladenost sa
deklarisanim sadrzajem. Takode je radeno odredivanje sadrzaja prisutnih necistoc¢a i provera
uskladenosti njihove koncentracije sa propisanim standardima za dozvoljene koncentracije
pojedinacnih u ukupnih necisto¢a u preparatima. Dobijeni rezultati, prikazani u Tabeli 10 i
Tabeli 11., u skladu su sa postavljenim regulativnim zahtevima propisanim farmakopejskim
propisima. Uticaj matriksa je bio naglaseniji kod praska, posto je prisustvo Secera u doziranom
obliku dodatno redukovalo efikasnost jonizacije.

Tabela 10. Rezultati dobijeni za sadrzaj aktivne komponente u komercijalno dostupnim
formulacijama gentamicina

Dozirani oblik Nadeno mg RSD [%, n=6] Procenat deklarisanog
sadrzaja

Gentamicin Linkomicin Gentamicin Linkomicin Gentamicin  Linkomicin

Neogent® injekcije 81,88 / 1,03 / 102,36 /

Neolincogent®

prasak 9,88 357,23 1,13 1,09 98,78 99,23

Tabela 11. Rezultati dobijeni za sadrzaj necisto¢a u uzorcima gentamicin-sulfata

Necistoca Neosulfox P® prasak Neomycin 25%® prasak ~Sirovina gentamicin-sulfata

Necistoce gentamicina

Sisomicin 2,19% 2,02% 1,97%
Garamin 0,21% 0,17% 0,09%
Gentamicin B1 / / /
Necisto¢a D / / /
2-Deoksistreptamin / / /
Gentamin C1 0,83% 0,59% 0,56%
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Necistoca Neosulfox P ® prasak Neomycin 25%® prasak Sirovina gentamicin-sulfata
Gentamicin B / / /
Gentamicin A / / /

5.2 Odredivanje linkomicin-hidrohlorida i spektinomicin-dihidrohlorida

Metode razvijene za odredivanje linkomicin-hidrohlorida i spektinomicin-
dihidrohlorida su takode bile fokusirane na postizanje potrebnog hromatografskog
razdvajanja, koris¢enjem adekvatne mobilne faze. Stoga su testirane mobilne faze razli¢itih
sastava i najbolje razdvajanje je postignuto primenom mobilne faze koja sadrzi TFA.
Medutim, primena TFA je uticala na odgovor sistema i smanjila osetljivost metode (TFA
poznati supresor jonizacije). Ali, kako osetljivost metode nije bila kritican parametar vec je to
kompletno razdvajanje svih pojedina¢nih komponenti prisutnih u farmaceutskom doziranom
obliku, TFA je zadrZana kao dodatak mobilnoj fazi.
linkomicin-hidrohlorida i

Tipicni  hromatogrami  razdvajanja spektinomicin-

dihidrohlorida su prikazani na Slici 14 i Slici 15.
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Slika 14. Tipi¢can hromatogram (MRM) koji prikazuje razdvajanje aktivnih komponenti
linkomicina
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Slika 15. Tipi¢éan hromatogram (MRM) koji prikazuje razdvajanje aktivnih komponenti
spektinomicina

Metode za analizu linkomicina i spektinomicina ukljucuju parametre za ispitivanje
komponenti prikazanih na Slici 16 i Slici 17 koje su definisane u vaze¢im farmakopejama
(Council of Europe, 2011.)(Commission, 2010)(United States Pharmacopoeial Convention.,
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2007). Sve aktivne komponente i definisane necistoce su detektovane i pouzdano
identifikovane.

Slika 16. Struktura linkomicina kao aktivne komponente i njegovih necistoc¢a

Slika 17. Struktura spektinomicina kao aktivne komponente i njegovih necistoca

Razvijena metoda za analizu linkomicin-hidrohlorida ukazala je na prisustvo jedne
dodatne necistoce u komercijalnom linkomicinu koja je eluirala na retencionom vremenu od
5,52 min i koja do sada nije prijavljena u literaturi. Ta¢nu strukturu ove komponente tek treba
utvrditi, iako se moze pretpostaviti da potice od degradacije linkomicina (razlika od 2 amu
jedinice u molekulskoj masi sugeriSe da je verovatno doslo do oksidacije na alkoholnoj
funkcionalnoj grupi linkomicina A). Takode, interesantno je da je za linkomicin i njegove
necisto¢e bilo problematicno odrediti pouzdane kvalifikacione jone, posto njihov odnos sa
kvantifikacionim jonima nije potpuno stabilan.

Ostale studije koje su se bavile ispitivanjem linkomicina uglavnom su ispitivale samo
aktivnu komponentu i to u bioloSkom materijalu.(27, 32, 34, 38-39) (Carretero V., 2008),
(Loffler D., 2003), (Oertel, 2004), (W-M. Sin D., 2004), (W-X. Zhu, 2008). Razvijena
metoda, koja je ovde prezentovana, je validirana za upotrebu u procesu kontrole kvaliteta sa
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vremenom analize do 10 min S$to omogucava pouzdanu i brzu analizu sa povecanjem
produktivnosti.

Ostale studije koje su se bavile ispitivanjem spektinomicina, uglavnom su Kkoristile
amperometrijski detektor ili evaporative light scattering detektor za detekciju i uglavnom su
takode proucavale samo aktivnu komponentu. (Yan H. D., 2009). U ispitivanju koje je
ukljucivalo analizu srodnih supstanci koris¢en je evaporative light scattering detektor za
kvantifikaciju i maseni spektrometar zasnovan na tehnici jonske zamke za odredivanje
strukture ispitivanih komponenti. (Wang J., 2006), (Peru K. M., 2006). Ovo ispitivanje
ukljucuje postavku metode koja primenom tandem masene QQQ spektrometrije kao
selektivne tehnike omogucava identifikaciju i kvantifikaciju ispitivanih komponenti.

Kako su osnovni parametri za analizu linkomicina i spektinomicina isti, ista metoda se
moze primeniti za kompletnu analizu uzoraka koji sadrze smesu ove dve aktivne komponente.

5.2.1 Validacija metode

Metoda je testirana u odredivanju kako aktivnih komponenti, tako i necistoca prisutnih
u farmaceutskim formulacijama koje sadrze linkomicin i/ili spektinomicin kao aktivnu
komponentu. Ispitivani farmaceutski preparati su bili u obliku injekcija ili praska, Sto je
omogucilo ispitivanje razli¢itih uticaja matriksa na robustnost metode.

5.2.1.1 Specificnost metode

Specificnost metode je garantovana MS/MS tranzicijama analiziranih komponenti.
Prekursori i produkt joni ispitivanih komponenti su prikazani u Tabeli 12.

Tabela 12. Prekursori i produkt joni razvijene LC/MS/MS metode za analizu linkomicina i
spektinomicina

Komponenta m/z Kvantifikator jon Kvalifikator jon

Linkomicin-hidrohlorid — aktivne komponente

Linkomicin A 407,3 126,3 359,3*

Linkomicin-hidrohlorid — nec¢istoée

Linkomicin B 393,2 112,3 70,1*
Nepoznata necistoc¢a 405,3 124,2 **

Spektinomicin-dihidrohlorid — aktivne komponente

Spectinomicin 333,3 140,0 98,2

Spektinomicin-dihidrohlorid — necistoce

Necistoca A 207,2 73,0 43,5
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Komponenta m/z Kvantifikator jon Kvalifikator jon
Necisto¢a D 351,3 207,0 98,0
Necistoca E 319,2 73,4 43,0
Necistoca F 333,2 139,9 97,7
Necisto¢a 4R 335,2 116,0 98,0

* date vrednosti su potencijalni kvalifikacioni joni (drugi nisu detektovani) ali zbog njihovog
relativno niskog intenziteta se smatraju nepouzdanim.

** MS/MS spektar je sadrzao samo jedan produkt jon.

Dobijeni hromatogrami ekstrahovani po masama pojedina¢nih komponenti i
odgovarajuci spektri koji prikazuju navedene tranzicije su prikazani na Slici 18 i Slici 19.
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Slika 18. Ekstrahovani hromatogrami linkomicina i njegovih necistoca i njihovi spektri
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Necistoéa F
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Slika 19. Ekstrahovani hromatogrami spektinomicina i njegovih necistoca i njihovi spektri

5.2.1.2 Linearnost

Linearnost metode je ispitivana za aktivne komponente linkomicina i spektinomicina
pojedinacno na 6 razlicitih koncentracija. Dobijene kalibracione krive za radne koncentracije
imaju koeficijent korelacije vec¢i od 0,99 za svaku pojedinacnu komponentu Sto je prikazano u
Tabeli 13. Kalibracione krive ispitivanih supstanci su prikazane i na Slici 20.

Tabela 13. Kalibracione krive metode za analizu linkomicina i spektinomicina

2

Komponenta Opseg koncentracija pug/mL
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Jednacina r

y=48897x+2092
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Concentration (mgimi),
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Slika 20. Kalibracione krive aktivnih komponenti linkomicina i spektinomicina i odredenih
necistoca

5.2.1.3 Preciznost i tacnost metode

Preciznost metode je definisana preko standardne devijacije serije od 6 injektovanja za
najnizu, srednju i najvisu koncentraciju iz kalibracionog seta. Dobijeni rezultati su prikazani u
Tabeli 14.

Tacnost metode je racunata iz serije od 6 injektovanja uzorka sa dodatom poznatom
koli¢inom standarda (laboratorijski pripremljene smese). Rezultati su izraZzeni kao procenat
recovery-ja i prikazani u Tabeli 14 za razlicite koncentracione nivoe koji odgovaraju 80%,
100% i 120% radne koncentracije.

Tabela 14. Preciznost i tacnost metode za analizu linkomicina i spektinomicina

Preciznost Tac¢nost

Komponenta  Koncentracija .
g mL RSD [%] Uzeto ug/mL nadjeno pg/mL RSD [%)] Recovery
Linkomicin A 10,0 0,32 40,0 40,04+0,17 0,42 100,12%
50,0 0,40 50,0 50,05+0,66 1,33 100,11%
100,0 0,70 60,0 60,44+0,45 0,75 100,73%
Spektinomicin 10,0 1,00 40,0 40,04+0,38 0,38 100,09%
50,0 0,71 50,0 51,20+0,60 1,11 99,60%
100,0 1,18 60,0 58,21+0,46 0,79 97,12%

5.2.1.4 Robustnost

Robustnost metode je testirana variranjem temperature (23 i 27 °C) i procentom TFA u
mobilnoj fazi (0,04 i 0,06%). Paramteri jonskog izvora su testirani pod promenjenim uslovima
(temperatura gasa 320 °C, temperatura uparivaca 220 °C i pritisak gasa na rasprSivacu od 50 i
55 psi). Navedena variranja parametara nisu pokazala znacajan uticaj na razdvajanje
ispitivanih komponenti i potvrdila su da je postavljena metoda robustna.
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5.2.1.5 Osetljivost

Osetljivost metoda je izraZzena preko LOD i LOQ kao i kod gentamicina. LOD i LOQ
za linkomicin su 4,21 i 14,03 ng/mL, dok su ove vrednsoti za spektinomicin 12,36 i 41,2
ng/mL. | kod ovih metoda je prisustvo TFA kao poznatog supresora uticalo na smanjenje
osetljivosti metoda.

5.2.2 Analiza uzoraka linkomicina i spektinomicina

Razvijena metoda je primenjena za odredivanje aktivnih komponenti u doziranim
oblicima koji sadrze linkomicin-hidrohlorid i/ili spektinomicin-dihidrohlorid u injekcijama i u
prasku. Dobijeni rezultati su prikazani u Tabeli 15. Uticaj matriksa je bio naglaseniji kod
praska posto je prisustvo Secera u doziranom obliku dodatno redukovalo efikasnost jonizacije.
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Tabela 15. Rezultati dobijeni za komercijalno dostupne formulacije linkomicina i spektinomicina

Dozirani oblik Nadeno mg RSD [%, n=6] Procenat deklarisanog sadrZaja

Gentamicin Linkomicin Spektinomicin Gentamicin Linkomicin Spektinomicin Gentamicin Linkomicin Spektinomicin

Neolincogent®

. 9,88 357,23 / 1,13 1,09 / 98,78 99,23 /
praSak
Neoli-spec®
injekcije / 50,90 100,16 / 0,45 1,06 / 101,8 100,16
Neoli-spec P-
44° prasak / 21,8 21,7 / 0,69 0,59 / 99,09 99,86
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5.3 Odredivanje neomicin-sulfata

Kao i kod ostalih aminoglikozidnih antibiotika koji su isptiivani u ovoj studiji, i kod
neomicin-sulfata je glavni izazov bio primena adekvatne detekcije uz postizanje
hromatografskog razdvajanja komponenti iste molekulske mase(isti joni). Za postizanje ovog
razdvajanja dodavana je heptafluorbuterna kiselina (HFBA) mobilnoj fazi, Sto je takode
uzrokovalo smanjenje osetljivosti metode posto je i HFBA znacajan supresor jonizacije. Kao i
u prethodnim slucajevima, zbog njene predvidene primene, i kod ove metode osetljivost ne
predstavlja kriti¢an parametar.

Tipicni hromatogrami razdvajanja neomicin-sulfata i njegovih necisto¢a su prikazani
na Slici 21.

A

12 3 4 65 6 7 8 9 1010 1213 14 1516 17 12 19 20 21 2 23 2
Aequisition Time: fmin)
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EEEEEEEXR ] 18 1 F] [] 5
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Slika 21. Tipi¢ni hromatogrami (MRM) koji prikazuje razdvajanje aktivnih komponenti
neomicina i njegovih necisto¢a
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Metoda razvijena za analizu neomicina ukljucuje parametre za ispitivanje komponenti
prikazanih na Slici 22 koje su definisane vazeci farmakopejskim propisima.

HO. NH,
HO o
o o o
N H,S
OH NH, ' x HaSO4
OH NHz HO (o]
HO O HO

Neomicin-sulfat

NH,
R4
r1 HO
o 0. J7=e
R2 S ? HN—R3
OH H
HO O HO
NH2 NH3
Komponenta R1 R2 Compound R1 R2 R3 R4
Neamin H NH, Neomicin C CH,-NH, H H NH,
3-Acetilneamin CO-CH; NH, Neomicin E H CH»-NH, H OH
Neomicin D H OH Neomicin F CH,-NH, H H OH
Neomicin B-LP H CH,-NH, C(0)-CH3; NH,

Slika 22. Struktura neomicina kao aktivne komponente i njegovih necistoca

Ostale studije koje su se bavile ispitivanjem neomicina uglavnom su se bazirale na
ispitivanju samo aktivne komponente neomicina i to uglavhom u bioloSkom materijalu. Ovo
ispitivanje  omogucava analizu neomicina i njegovih necisto¢a primenom selektivnog
detektora sa vremenom analize kra¢im od 25 min.

5.3.1 Validacije metode za odredivanje neomicina

Metoda je testirana u odredivanju kako aktivnih komponenti, tako i necistoca prisutnih
u farmaceutskim formulacijama koje sadrze neomicin i/ili oksitetraciklin kao aktivnu
komponentu. Ispitivani farmaceutski preparati su bili u obliku injekcija ili praska, Sto je
omogucilo ispitivanje razli¢itih uticaja matriksa na robustnost metode.

5.3.1.1 Specificnost metode

Specificnost metode je garantovana MS/MS tranzicijama analiziranih komponenti.
Prekursori i produkt joni ispitivanih komponenti je prikazan u Tabeli 16.
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Tabela 16. Prekursori i produk joni razvijene LC/MS/MS metode za analizu neomicina

Komponenta m/z Kvantifikator jon Kvalifikator jon
Neomicin — aktivha komponenta

Neomicin 615,5 163,2 161,2
Neomicin — necistoce

Neamin 323,2 114,0 97,8
3-Acetilneamin 365,3 80,0 53,2
Neomicin C 615,5 161,0 143,0
Neomicin D 3243 98,0 79,8
Neomicin E 616,4 162,9 124,7
Neomicin F 616,4 163,1 114,0
Neomicin B-LP 657,4 204,9 161,1

Dobijeni MS/MS spektri ispitivanih supstanci su prikazani na Slici 23.
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Slika 5A — MS/MS spektri neomicina i neomicina C
Slika 5B — MS/MS spektar neamina,

Slika 5C — MS/MS spektar 3-acetilneamina,

Slika 5D — MS/MS spektar neomicina D,

Slika 5E — MS/MS spektri neomicina E i neomicina F,
Slika 5F — MS/MS spektar neomicina B-LP

5.3.1.2 Linearnost

Linearnost metode je ispitivana za aktivnu komponentu neomicin na 6 razlicitih
koncentracija. Dobijena kalibraciona kriva za radne koncentracije ima koeficijent korelacije
veci od 0.99 i prikazana je u Tabeli 17. Kalibraciona kriva neomicina je prikazana na Slici 24.

Tabela 17. Kalibraciona kriva metode za analizu neomicina

Komponenta Opseg koncentracija pug/mL Jednacina r?

Neomicin 10,0 - 120,0 y=732673 X+24532 0,9989

Neomyein base - 6 Levels, 6 Levels Used, 30 Points, 27 Points Used, 0 QCs
@ x105 | y=732673.3279 " x +24532.9036
£y | Rr2= 099866021

9
-4

bl N B W L A

Slika 24. Kalibraciona kriva neomicina

5.3.1.3 Preciznost i tacnost metode

Preciznost metode je definisana preko standardne devijacije serije od 6 injektovanja za
najnizu, srednju i najvisu koncentraciju iz kalibracionog seta. Dobijeni rezultati su prikazani u
Tabeli 18.

Tacnost metode je racunata iz serije od 6 injektovanja uzorka sa dodatom poznatom
kolicinom standarda (laboratorijski pripremljene smeSe). Rezultati su izrazeni kao procenat
recovery-ja i prikazani u Tabeli 18 za razlicite koncentracione nivoe koji odgovaraju 80%,
100% i 120% radne koncentracije.
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Tabela 18. Preciznost i taénost metode za analizu neomicina

Preciznost Tagnost

Komponenta Koncentracija .
RSD [%] Uzeto ug/mL nadjeno pg/mL  RSD [%)] Recovery

Mg /mL
Neomicin 10,0 0,56 40,0 40,5+0,1 0,56 101,2%
50,0 0,34 50,0 50,8+0,4 0,26 101,5%
120,0 0,69 60,0 60,4+0,1 0,34 100,7%

5.3.1.4 Robustnost

Robustnost metode je testirana variranjem temperature (25 i 30 °C) i vrednosti pH
mobilne faze (2.4 i 2.6). Parametri jonskog izvora su testirani pod promenjenim uslovima
(temperatura gasa 320 °C, temperatura uparivaca 220 °C i pritisak gasa na rasprsivacu od 50 i
55 psi). Navedena variranja parametara nisu pokazala znacajan uticaj na razdvajanje
ispitivanih komponenti.

5.3.1.5 Osetljivost metode

Osetljivost metode je izraZzena preko LOD i LOQ vrednosti koje iznose 8,83 i 29,41
ng/mL. Kao i kod prethodno razvijenih metoda, i kod ove metode je prisustvo TFA kao
poznatog supresora jonizacije uticalo na smanjenje osetljivosti metode.

5.3.2 Analiza uzoraka neomicina

Metoda je primenjena u analizi komercijalno dostupnih doziranih oblika u kojima je
uradjeno odredivanje kako sadrzaja aktivnih komponenti, tako i prisustvo necisto¢a. Dozirani
oblici su sadrzali neomicin ili neomicin i oksitetraciklin kao aktivne komponente a dobijeni
rezultati su prikazani u Tabeli 19.

Tabela 19. Rezultati dobijeni za komercijalno dostupne formulacije neomicina

Procenat deklarisanog

Dozirani oblik Nadeno, mg RSD [%, n=6] sadrzaja, %

Neomicin Oksitetraciklin Neomicin Oksitetraciklin Neomicin Oksitetraciklin

Neomycin 25%®

X 2518407 / 0,27 / 1007 /
praSak
®
Neosulfox P 617+04  406+03 0,97 0,86 102.8 1015
praSak

Takode je radjeno odredivanje prisustva necistoca u ispitivanim formulacijama i koncentracija
necistoca je izrazena kao procenat aktivne komponente. Rezultati su prikazani u Tabeli 20.
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Tabela 20. Rezultati dobijeni za odredivanje necisto¢a u komercijalno dostupnim
formulacijama oksitetraciklina

Negistoca Neosulfox P ® prasak Neomycin 25%® prasak

Necistoce neomicina

Neamin 1,1% 0,9%
3-acetilneamine / /
Neomicin C 5,64% 6,34%
Neomicin D / /
Neomicin E / /
Neomicin F / /
Neomicin B-LP 0,86% 0,75%

5.4 Odredivanje oksitetraciklin-hidrohlorida

Glavni cilj u razvoju metode za ispitivanje oksitetraciklina i njegovih necistoc¢a je bilo
postizanje razdvajanja primenom jednostavne mobilne faze. Prema propisima iz vaZzecih
farmakopeja (4, 6, 11) (Council of Europe, 2011.)(Commission, 2010)(United States
Pharmacopoeial Convention., 2007), mobilna faza za analizu oksitetraciklina je smesa terc-
butanola, 0,33 M fosfatnog pufera pH 7,5, 10 g/L rastvora tetrabutilamonijum-hidrogen
sulfata — pH 7,5 podeSen pomocu rastvora natrijum-hidroksida i 0,4 g/L rastvora natrijum-
edetata — pH 7,5, takode podeSen primenom rastvora natrijum-hidroksida. Mobilna faza
ovakvog sastava daje dobro razdvajanje komponenti, ali se postavlja pitanje odrzavanja
kolona i instrumetnacije, kao i potrebnog vremena i troSka za ispiranje i odrZavanje sistema.
Za potrebe naSe analize, primenjeno je gradijentno eluiranje kako bi se postiglo
hromatografsko razdvajanje necistoca koje predstavljaju izomere istih molekulskih masa, a
time i jonskih tranzicija koje se dobijaju prilikom jonizacije u masenom detektoru. Takode,
vazan cilj je bio i skra¢ivanje trajanja vremena analize poSto je metoda namenjena rutinskoj
kontroli kvaliteta farmaceutskih doziranih oblika pa je produktivnost bitan faktor.

Razvoj metode je ukljucivao ispitivanje mobilnih faza razlicitog sastava koje su se
zasnivale na prisustvu mravlje ili sir¢etne kiseline. Ove kombinacije su dale zadovoljavajuce
rezultate po pitanju osetljivosti metode i jonizacije, ali nije postignuto potrebno razdvajanje
komponenti. Dalje ispitivanje je uklju¢ilo primenu trifluorosiréetne kiseline, Sto je rezultiralo
adekvatnom rezolucijom i smanjenjem osetljivosti metode zbog poznatog efekta supresije
jonizacije u prisustvu TFA. Kao i u prethodnim metodama, zbog prirode uzoraka osetljivost
metode nije bio kritican parametar, pa je 0,3% vodeni rastvor TFA u kombinaciji sa
metanolom izabran kao najadekvatnija mobilna faza za ovu aplikaciju. Takode, sli¢nost u
strukturama i hromatografskom ponasanju ispitivanih komponenti zahtevalo je sporu promenu
sastava mobilne faze pri pocetku analize i povecanje procenta organske faze pri kraju analize.
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Ovakva promena sastava mobilne faze zahtevala je dodatno vreme za regeneraciju kolone
nakon zavrSene analize (post time) kako bi se ponovo postigli poc¢etni uslovi.

Primenom mobilne faze u navedenom sastavu pri gradijentnom eluiranju prikazanom u
Tabeli 6 i ostalim eksperimentalnim uslovima, postignuto je adekvatno hromatografsko
razdvajanje komponenti prikazanih na Slici 25, uz njihovu identifikaciju i kvantifikaciju za
vreme trajanja analize od 18 min.

Komponenta | R1 | R2 R3 Komponenta | R | R
Negistoéa A | NH2 | N(CH3)2 | H Necistoca D | OH | H
Negistoéa C | CH3 | H N(CH3)2 NecistocaE | H | OH

Necistoca F

Slika 25. Struktura oksitetraciklina kao aktivne komponente i njegovih necistoc¢a

Necistoce definisane vaze¢im farmakopejskim propisima su identifikovane a njihova
koncentracija je izrazena kao procenat aktivne komponente (ovo je izracunato kroz odnos
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povrSina pikova necisto¢e i pika aktivne komponente (4, 6, 11) (Council of Europe,
2011.)(Commission, 2010)(United States Pharmacopoeial Convention., 2007).

Tipi¢ni  hromatogram odredivanja oksitetraciklina i ekstrahovani hromatogrami
odredivanja njegovih necistoca prikazani su na Slici 26.
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Slika 26. Tipi¢ni hromatogrami (MRM) koji prikazuje razdvajanje aktivnih komponenti
oksitetraciklina i njegovih necisto¢a

Ostale studije koje se bave ispitivanjem oksitetraciklina uglavnom se bave
odredivanjem oksitetraciklina u hrani i ne obaziru se na prisustvo necistoca.

5.4.1 Validacija metode za odredivanje oksitetraciklin-hidrohlorida

Metoda je validirana za odredivanje aktivne komponente i njenih necistoc¢a i
primenjene u analizi preparata koji sadrze oksitetraciklin i/ili neomicin kao aktivnu
komponentu. Ispitivani farmaceutski preparati su bili u obliku injekcija ili praska, Sto je
omogucilo ispitivanje uticaja razlicitih matriksa na robustnost metode.
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5.4.1.1 Specificnost metode

Specificnost metode je garantovana MS/MS tranzicijama analiziranih komponenti.
Prekursori i produkt joni ispitivanih komponenti su prikazani u Tabeli 21.

Tabela 21. Prekursori i produk joni razvijene LC/MS/MS metode za analizu oksitetraciklina

Komponenta m/z Kvantifikator jon Kvalifikator jon

Oksitetraciklin — aktivna komponenta

Oksitetraciklin 461,2 426,0 381,0
Oksitetraciklin — necistoce

Necistoca A 461,2 426,0 381,0
Necistoca B 445,2 410,0 153,7
Necisto¢a C 460,2 242,0 169,8
Necistoca D 4431 425,7 337,0
Necistoéa E 4431 425,7 337,0
Necistoca F 4431 425,7 337,0

Dobijeni MS/MS spektri ispitivanih supstanci su prikazani na Slici 27.
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Slika 27. MS/MS spektri oksitetraciklina i njegovih necistoc¢a
Slika 6A — spektri oksitetraciklina i necistoce A

Slika 6B — spektar necistoce B

Slika 6C — spektar necistoce C

Slika 6D — spektri necistoce D, necistoce E i necistoce F.
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5.4.1.2 Linearnost

Linearnost metode je ispitivana za aktivnu komponentu oksitetraciklin na 6 razlicitih
koncentracija. Dobijena kalibraciona kriva za radne koncentracije ima koeficijent korelacije
veci od 0,99 i prikazana je u Tabeli 22.

Tabela 22. Kalibraciona kriva metode za analizu neomicina

Komponenta Opseg koncentracija pg/mL Jednacina r?

Oksitetraciklin 10,0 -120,0 y=171,36 x+4216 0,9987

Kalibraciona kriva oksitetraciklina je prikazana na Slici 28.
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Slika 28. Kalibraciona kriva oksitetraciklina

5.4.1.3 Preciznost i tacnost metode

Preciznost metode je definisana preko standardne devijacije serije od 6 injektovanja za
najnizu, srednju i najvisu koncentraciju iz kalibracionog seta. Dobijeni rezultati su prikazani u
Tabeli 23.

Tacnost metode je racunata iz serije od 6 injektovanja uzorka sa dodatom poznatom
koli¢cinom standarda (laboratorijski pripremljene smese). Rezultati su izrazeni kao procenat
recovery-ja i prikazani u Tabeli 23 za razli¢ite koncentracione nivoe koji odgovaraju 80%,
100% i 120% radne koncentracije.

Tabela 23. Preciznost i taénost metode za analizu oksitetraciklina

Preciznost Tacnost
Komponenta  Koncentracija Uzeto
RSD [%] Nadeno pg/mL  RSD [%]  Recovery
pg /mL pg/mL
Oksitetraciklin 10,0 0,80 40,0 40,4+0,3 0,71 101,0%
50,0 0,71 50,0 50,5+0,5 0,89 101,0%
120,0 0,88 60,0 60,4+0,5 0,75 100,7%
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5.4.1.4 Robustnost

Robustnost metode je testirana variranjem temperature (48 i 52 °C) i procentom TFA u
mobilnoj fazi (0,29 i 0,31%). Paramteri jonskog izvora su testirani pod promenjenim uslovima
(temperatura gasa 320 °C, temperatura uparivaca 220 °C i pritisak gasa na rasprsivacu od 50 i
55 psi). Sve navedene varijacije parametara nisu pokazale znacajan uticaj na razdvajanje
ispitivanih komponenti.

5.4.1.5 Osetljivost metode

Osetljivost metode je i u ovom slucaju izrazena preko LOD i LOQ vrednosti koje
iznose 1,84 i 6,14 ng/mL. Kao i kod prethodno razvijenih metoda, i kod ove metode je
prisustvo TFA kao poznatog supresora uticalo na smanjenje osetljivosti metode.

5.4.2 Analiza uzoraka oksitetraciklina

Metoda je primenjena u analizi komercijalno dostupnih doziranih oblika koji sadrze
oksitetraciklin i/ili oksitetraciklin i neomicin kao aktivnu komponentu. Formulacije su bile u
obliku injekcija i praska gde je kod analize praska znac¢ajniji uticaj matriksa. Dobijeni rezultati
su prikazani u Tabeli 24.

Tabela 24. Rezultati dobijeni za odredivanje sadrzaja komercijalno dostupnih formulacija
oksitetraciklina

Procenat deklarisanog

Dozirani oblik Nadeno, mg RSD [%, n=6] sadrzaja, %

Neomicin Oksitetraciklin Neomicin Oksitetraciklin  Neomicin Oksitetraciklin

Neocyclin L,A,® / 198,2+1,4 / 0,63 / 99,1
injekcije

Neosulfox P ® 61,7+0,4 40,60,3 0,97 0,86 102,8 101,5
praSak

Takode je radeno odredivanje prisustva necistoc¢a u ispitivanim formulacijama i koncentracija
necistoc¢a je izrazena kao procenat aktivne komponente. Rezultati su prikazani u Tabeli 25.

Tabela 25. Rezultati dobijeni za odredivanje necistoca u komercijalno dostupnim
formulacijama oksitetraciklina

Necistoca  Neosulfox P® prasak Neocyclin L,A,® injekcija

Necistoce oksitetraciklina
Negistoca A / /
Nedisto¢a B 0,18% 0,12%
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Negistoca C 0,86% 0,79%

Nedisto¢a D / /
Nedistoca E 0,11% /
Negistoca F 1,14% 0,97%

5.5 Odredivanje streptomicin-sulfata

Kao i kod ostalih aminoglikozidnih antibiotika koji su isptivani u ovoj studiji, i kod
streptomicin-sulfata je glavni izazov bio primena adekvatne detekcije. Za postizanje ovog
razdvajanja korisc¢ena je heptafluorbuterna kiselina (HFBA) u mobilnoj fazi, koja je takode
uzrokovala smanjenje osetljivosti metode (znacajan supresor jonizacije). Kao i u prethodnim
slucajevima, i kod ove metode zbog njene namene, osetljivost ne predstavlja Kritican
parametar.

Tipicni  hromatogrami razdvajanja streptomicin-sulfata i njegovih necistoca su
prikazani na Slici 29.
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Slika 29. Tipi¢ni hromatogrami (MRM) koji prikazuje razdvajanje aktivnih komponenti
neomicina i njegovih necistoca
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Metoda razvijena za analizu neomicina ukljucuje parametre za ispitivanje komponenti
prikazanih na Slici 30 koje su definisane vazeci farmakopejskim propisima.
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Ostale studije koje su se bavile ispitivanjem streptomicina uglavnom su se bazirale na
ispitivanju samo aktivne komponente i to uglavhom u bioloSkom materijalu. Ovo ispitivanje
omogucava analizu streptomicina i njegovih necistoca primenom selektivnog detektora sa
vremenom analize kra¢im od 9 min.

5.5.1 Validacije metode za odredivanje streptomicina

Metoda je testirana u odredivanju kako aktivnih komponenti, tako i necistoca prisutnih
u injekcijama koje sadrZi streptomicin kao aktivhu komponentu.

5.5.1.1 Specificnost metode

Specifi¢nost metode je garantovana MS/MS tranzicijama analiziranih komponenti.

Prekursori i produkt joni ispitivanih komponenti je prikazan u Tabeli 26.
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Tabela 26. Prekursori i produk joni razvijene LC/MS/MS metode za analizu streptomicina

Komponenta m/z Kvantifikator jon Kvalifikator
jon

Streptomicin — aktivha komponenta

Streptomicin 582,0 262,8 2457
Streptomicin — necistoce

Streptomicin B - manozidosteptomicin 744.0 262,3 287,2
Dihidrosteptomicin A 584,3 263,2 246,1
Streptamin 262,7 59,6 203,5

Dobijeni MS/MS spektri ispitivanih supstanci su prikazani na Slici 31.
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Slika 31. MS/MS spektri streptomicina i njegovih necisto¢a — streptomicin, streptamin,
dihidrostreptamin i streptomicin B

5.5.1.2 Linearnost

Linearnost metode je ispitivana za aktivhu komponentu (streptomicin) na 6 razlicitih
koncentracija. Dobijena kalibraciona kriva za radne koncentracije ima koeficijent korelacije
veci od 0,99 i prikazana je u Tabeli 27.

Tabela 27. Kalibraciona kriva metode za analizu streptomicina

Komponenta Opseg koncentracija pug/mL Jednacina r?

Streptomicin 10,0 -120,0 y=206793 x+27626 0,9960
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Kalibraciona kriva neomicina je prikazana na Slici 32.
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Slika 32. Kalibraciona kriva streptomicina

5.5.1.3 Preciznost i tacnost metode

Preciznost metode je definisana preko standardne devijacije serije od 6 injektovanja za
najnizu, srednju i najvisu koncentraciju iz kalibracionog seta. Dobijeni rezultati su prikazani u
Tabeli 28.

Tacnost metode je racunata iz serije od 6 injektovanja uzorka sa dodatom poznatom
koli¢cinom standarda (laboratorijski pripremljene smese). Rezultati su izrazeni kao procenat
recovery-ja i prikazani u Tabeli 28 za razli¢ite koncentracione nivoe koji odgovaraju 80%,
100% i 120% radne koncentracije.

Tabela 28. Preciznost i tacnhost metode za analizu streptomicina

Preciznost Tacnost
Komponenta Koncentracija
RSD [%] Uzeto pug/mL Nadeno pg/mL  RSD [%] Recovery
Mg /mL
Streptomicin 10,0 0,52 40,0 40,6x0,1 0,37 101,5%
50,0 0,55 50,0 50,4+0,4 0,45 100,8%
120,0 0,43 60,0 60,6+0,1 0,38 101,0%

5.5.1.4 Robustnost

Robustnost metode je testirana variranjem temperature (18 i 22 °C) i vrednosti pH
mobilne faze (2,4 i 2,6). Parametri jonskog izvora su testirani pod promenjenim uslovima
(temperatura gasa 280 °C, temperatura uparivaca 220 °C i pritisak gasa na rasprsivacu od 50 i
55 psi). Navedena variranja parametara nisu pokazala znacajan uticaj na razdvajanje
ispitivanih komponenti.
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5.5.2 Analiza uzoraka streptomicina

Metoda je primenjena u analizi komercijalno dostupnog doziranog oblika u kojima je
uradjeno odredivanje kako sadrzaja aktivnih komponenti, tako i prisustvo necisto¢a. Dozirani
oblik je sadrzao streptomicin kao aktivnu komponentu a dobijeni rezultati su prikazani u
Tabeli 29.

Tabela 29. Rezultati dobijeni za komercijalno dostupne formulacije streptomicina

Procenat deklarisanog

- o e
Dozirani oblik Nadeno, mg RSD [%, n=6] sadrzaja, %
Streptomicin Streptomicin Streptomicin

Streptomycin 20%® injekcije 201,4 0,55 100,7

Takode je radjeno odredivanje prisustva necisto¢a u ispitivanoj formulaciji i
koncentracija necistoca je izrazena kao procenat aktivne komponente. Rezultati su prikazani u
Tabeli 30.

Tabela 30. Rezultati dobijeni za odredivanje necistoca u komercijalno dostupnim
formulacijama streptomicina

Negistoca Streptomycin 20%® injekcije

Necistoce streptomicina

Streptomicin B - manozidosteptomicin 0,05%
Dihidrosteptomicin A 0,93%
Streptamin 0,78%

5.6 Odredivanje dihidrostreptomicin-sulfata

Za ispitivanje dihidrostreptomicina primenjena je takode tehnika tecne hromatografije
sa masenom spektrometrijom, zbog strukture koja zahteva specificnu detekciju. Masena
spektrometrija je i u ovom slu¢aju omogucila razdvajanje i pojedinacnu kvantifikaciju i
identifikaciju komponenti koje se razlikuju po melkulskim masama a nisu pri tome
hromatografski razdvajene. Za postizanje hroamtografskog razdvajanja komponenti koris¢ena
je heptafluorbuterna kiselina (HFBA), koja je takode uzrokovala smanjenje osetljivosti
metode. Kao i u prethodnim sluc¢ajevima, i kod ove metode, zbog njene namene, osetljivost ne
predstavlja kriti¢an parametar.

Tipi¢ni hromatogrami razdvajanja dihidrostreptomicin-sulfata i njegovih necisto¢a su
prikazani na Slici 33.
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Slika 33. Tipi¢ni hromatogrami (MRM) koji prikazuje razdvajanje aktivnih komponenti
dihidrostreptomicina i njegovih necistoc¢a

Metoda razvijena za analizu neomicina ukljucuje parametre za ispitivanje komponenti
prikazanih na Slici 34 koje su definisane vaze¢i farmakopejskim propisima.
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Slika 34. Struktura dihidrostreptomicina kao aktivne komponente i njegovih necistoc¢a

Ostale studije koje su se bavile ispitivanjem dihidrostreptomicina uglavnom su se
bazirale na ispitivanju samo aktivne komponente u bioloSkom materijalu. Ovo ispitivanje
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omogucava analizu dihidrostreptomicina i njegovih necisto¢a primenom selektivnog detektora
sa vremenom analize kra¢im od 10 min.

5.6.1 Validacije metode za odredivanje dihidrostreptomicina

Metoda je testirana u odredivanju kako aktivnih komponenti, tako i nec¢istoca prisutnih
u farmaceutskim formulacijama koje sadrze dihidrostreptomicin kao aktivnu komponentu.
Ispitivani farmaceutski preparati su bili u obliku injekcija i bili su u kombinaciji sa
laktamskim antibioticima koji imaju razli¢iti mehanizam delovanja (ovim je postignug Siri
spektar dejstva).

5.6.1.1 Specificnost metode

Specificnost metode je garantovana MS/MS tranzicijama analiziranih komponenti.
Prekursori i produkt joni ispitivanih komponenti je prikazan u Tabeli 31.

Tabela 31. Prekursori i produk joni razvijene LC/MS/MS metode za analizu
dihidrostreptomicina

Komponenta m/z Kvantifikator jon Kvalifikator jon

Dihidrostreptomicin — aktivna komponenta

Dihidrostreptomicin 584,3 246,1 263,2
Dihidrostreptomicin — necistoce
Streptomicin B 744,0 262,3 287,2
Streptomicin A 582,0 245,7 262,8
Streptamin 262,7 59,6 203,5

Dobijeni MS/MS spektri ispitivanih supstanci su prikazani na Slici 35.
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Slika 35. MS/MS spektri dihidrostreptomicina i njegovih necisto¢a — dihidrostreptomicin,
streptomicin B, streptomicin A i streptamin
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5.6.1.2 Linearnost

Linearnost metode je ispitivana za aktivnu komponentu neomicin na 6 razli¢itih
koncentracija. Dobijena kalibraciona kriva za radne koncentracije ima koeficijent korelacije
veci od 0,99 i prikazana je u Tabeli 32. Kalibraciona kriva neomicina je prikazana na Slici 36.

Tabela 32. Kalibraciona kriva metode za analizu dihidrostreptomicina

Komponenta Opseg koncentracija pug/mL Jednacina r?

Dihidrostreptomicin 10,0 -120,0 y=1557187 x+190126 0,9920

DISTREP - 6 Levels, § Levels Used, 36 Points, 33 Points Used, 0 QCs

$ x1067y=1557186.7384 * x + 190126.7188
R"2 = 0.99203550 [}
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Slika 36. Kalibraciona kriva dihidrostreptomicina

5.6.1.3 Preciznost i tacnost metode

Preciznost metode je definisana preko standardne devijacije serije od 6 injektovanja za

najnizu, srednju i najvisu koncentraciju iz kalibracionog seta. Dobijeni rezultati su prikazani u
Tabeli 33.

Tacnost metode je racunata iz serije od 6 injektovanja uzorka sa dodatom poznatom
koli¢inom standarda (laboratorijski pripremljene smese). Rezultati su izraZzeni kao procenat

recovery-ja i prikazani u Tabeli 33 za razlicite koncentracione nivoe koji odgovaraju 80%,
100% i 120% radne koncentracije.

Tabela 33. Preciznost i tacnost metode za analizu dihidrostreptomicina

Preciznost Tac¢nost
Komponenta Koncentracija .
RSD [%] Uzeto pg/mL nadjeno pg/mL RSD [%] Recovery
Mg /mL
Dihidrostreptomicin 10,0 1,48 40,0 39,87+0,01 1,43  99,68%
50,0 1,24 50,0 50,10+0,03 1,19  100,21%
120,0 0,24 60,0 59,31+0,07 0,31 98,84%
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5.6.1.4 Robustnost

Robustnost metode je testirana variranjem temperature (18 i 22 °C) i vrednosti pH
mobilne faze (2,4 i 2,6). Parametri jonskog izvora su testirani pod promenjenim uslovima
(temperatura gasa 280 °C, temperatura uparivaca 220 °C i pritisak gasa na rasprsSivacu od 50 i
55 psi). Navedena variranja parametara nisu pokazala znacajan uticaj na razdvajanje
ispitivanih komponenti.

5.6.2 Analiza uzoraka dihidrostreptomicina

Metoda je primenjena u analizi komercijalno dostupnih doziranih oblika u kojima je
uradjeno odredivanje kako sadrzaja aktivnih komponenti, tako i prisustvo necistoca. Aktivna
komponenta u doziranim oblicima je bila dihidrostreptomicin. Dobijeni rezultati su prikazani
u Tabeli 34.

Tabela 34. Rezultati dobijeni za komercijalno dostupne formulacije dihidrostreptomicina

Dozirani oblik Nadeno, mg RSD [%, n=6] Procenat deklarisanog sadrzaja, %
Dihidrostreptomicin Dihidrostreptomicin Dihidrostreptomicin
®
Neostrep L.A. 201,4 0,24 100,7
injekcije
Neostrep® injekcije 202,1 0,31 101,05

Takode je radjeno odredivanje prisustva necistoca u ispitivanim formulacijama i
koncentracija necistoca je izrazena kao procenat aktivne komponente. Rezultati su prikazani u
Tabeli 35.

Tabela 35. Rezultati dobijeni za odredivanje necistoca u komercijalno dostupnim
formulacijama dihidrostreptomicina

Necistoca Neostrep L.A.® injekcije Neostrep® injekcije
Necistoce dihidrostreptomicina

Streptomicin B / /
Streptomicin A 0,38 0,43
Streptamin 0,31 0,12
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6 Zakljucak

Dosadasnje metode odredivanja aminoglikozidnih antibiotika i njihovih necisto¢a su
uglavnom podrazumevale primenu hromatografskih metoda razdvajanja, uz neselektivnu
detekciju poput amperometrijske, pracenu pred ili postkolonskom derivatizacijom. Ovakve
metode su kao rezultat davale hromatograme na kojima su se mogle detektovati sve
komponente iz uzorka, kako one od interesa tako i one koje poti¢u od matriksa. Postizanje
potpunog razdvajanja svih prisutnih komponenti u uzorcima bilo je vremenski zahtevno. Osim
problema sa detekcijom, koji su uzrokovani specificnim strukturama aminoglikozidnih
antibiotika, prethodno razvijene metode za analizu ovakvih uzoraka koriste mobilne faze
komplikovanog sastava. Ovo je neophodno kako bi se postiglo neophodno razdvajanje
komponenti, ali uzrokuje probleme sa odrzavanjem sistema koji se koriste.

U ovoj studiji razvijena je i validirana metoda za analizu aminoglikozidnih antibiotika —
linkomicina, gentamicina, spektonomicina, neomicina, streptomicina, dihidrostreptomicina i
njihovih necistoca i oksitetraciklina iz grupe tetraciklinskih antibiotika. Metode su primenjene
za analizu komercijalno dostupnih farmaceutskih formulacija koje se primenjuju u
veterinarskoj medicini i sirovina za njihovu proizvodnju. Metode su imale za cilj identifikaciju
i kvantifikaciju ispitivanih komponenti u skladu sa vaze¢im propisima za registraciju i
pustanje doziranih oblika u promet.

Kao rezultat ovog ispitivanja, dobijeni su slede¢i rezultati:

Postavljeni su parametri metode za analizu gentamicina i njegovih necistoca uz
kvantifikaciju svih 5 aktivnih komponenti pojedina¢cno — C1, Cla, C2, C2a i C2b. Sve
ispitivane komponente (5 aktivnih komponenti, 5 necisto¢a poznate strukture i 4 dodatne
necistoce) identifikovane i kvantifikovane uz odredivanje selektivnih MS/MS tranzicija sa
vremenom trajanja analize kra¢im od 20 min. Metoda je validirana za primenu u rutinskoj
kontroli kvaliteta sa zadovoljavajucim rezultatima za selektivnost, linearnost, preciznost,
tacnost, robustnost i osetljivost metode. Metoda je primenjena za analizu doziranih oblika za
koje su dobijeni zadovoljavajuéi rezultati prikazani u odeljku sa rezultatima. Metoda je
ispitana na preparatima koji sadrze gentamicin ili smeSu gentamicina i linkomicina kao
aktivne komponente i nije uocena interferencija ovih komponenti pri njihovom odredivanju.

Postavljene su metode kojima se mogu analizirati linkomicin i spektinomicin i njihove
necistoce. Postavljeni hromatografski uslovi su rezultirali kompletnim razdvajanjem
pojedinac¢nih komponenti (linkomicina kao aktivne komponente i njegove 4 poznate i 1
nepoznate necisto¢e i spektinomicina i njegovih 5 necisto¢a). Svim komponentama je
potvrdena identifikacija preko MS/MS spektara. Metoda je validirana za primenu u rutinskoj
kontroli kvaliteta sa zadovoljavaju¢im rezultatima za specificnost, linearnost, preciznost,
tacnost, robustnost i osetljivost. Analizirani su farmaceutski dozirani oblici koji sadrZe
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gentamicin i linkomicin ili linkomicin i spektinomicin kao aktivne komponente. Ispitivanjem
ovih uzoraka potvrdeno je da nema medusobnih interferencija pri istovremenom ispitivanju
ovih aktivnih komponenti i njihovih necisto¢a, Sto je postignutom selektivnom tehnikom i
odvajanjem komponenti na osnovu njihovih specificnin MS/MS tranzicija.

Razvijena je LC/MS/MS metoda za odredivanje neomicina i njegovih necisto¢a (1
aktivna komponenta i 7 necisto¢a) sa vremenom analize kracim od 25 min. Odredene su
njihove specificne MS/MS tranzicije i potvrdena je njihova identifikacija. Uradena je
validacija metode po ICH regulativi i dobijeni su zadovoljavajuc¢i rezultati za linearnost,
preciznost, tacnost, robustnost i osetljivost. Metoda je primenjena u analizi doziranih oblika za
primenu u veterinarskoj medicini koji sadrze neomicin ili neomicin i oksitetraciklin kao
aktivne principe. Ovim ispitivanjem je potvrdeno da nema uzajamnih smetnji pri analizi
pojedinac¢nih komponenti iz uzoraka koji sadrze smeSu dva antibiotika iz razlicith grupa.

Razvijena je LC/MS/MS metoda za analizu oksitetraciklina (aktivne komponente i 6
necistoca) sa vremenom trajanja analize od 18 min, uz primenu mobilne faze jednostavnog
sastava. Komponente su identifikovane na osnovu selektivnin MS/MS tranzicija. Validacija
metode je obuhvatala ispitivanje linearnosti, preciznosti, ta¢nosti, robustnosti i osetljivosti
metode u skladu sa ICH regulativama i dobijeni su zadovoljavaju¢i rezultati. Metoda je
primenjena u kontroli kvaliteta formulacija koje sadrze samo oksitetraciklin ili smeSu
oksitetraciklina i neomicina kao aktivnhe komponente. Prisustvo matriksa i ostalih komponenti
u preparatu nisu ometale pojedina¢nu analizu svake od komponenti.

Postavaljeni su parametri za analiziranje streptomicina (aktivne komponente i 3
necistoce) sa ukupnim vremenom analize od 9 minuta. Kao i kod ostalih metoda, identifikacija
je potvrdena specificnim MS/MS tranzicijama i uradena je validacija metode prema vaze¢im
ICH regulativama. Metoda je primenjena za analizu uzoraka koji sadrze streptomicin kao
aktivnu komponentu sa zadovoljavaju¢im rezultatima.

Metoda za analiziranje dihidrostreptomicina je takode postavljena i testirana za
odredivanje aktivne komponente i 3 necistoe sa vremenom analize do 10 minuta.
Identifikacija komponenti je potvrdena MS/MS tranzicijama i uradena je validacija metoda
prema vaze¢im ICH regulativama. Metoda je primenjena u anallizi komercijalno dostupnih
doziranih oblika i dobijeni su zadovoljavaju¢i rezultati u skladu za regulativama za ispitivane
preparate.

U naSem ispitivanju primenili smo selektivni maseni detektor koji je omogucio
eliminisanje uticaja ostalih prisutnih komponenti u uzorcima. Ovakva vrsta detekcije je
omogucila izbegavanje derivatizacija koje su bile neophodne za detekciju uobicajenim
neselektivnih detektorima. Takode, primenjene su mobilne faze jednostavnog sastava koje su
omogucile jonizaciju ispitivanih komponenti, kao i njihovo hromatografsko razdvajanje gde je
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to neophodno (u sluc¢ajevima komponenti istih molekulskih masa). Primenom stacionarne faze
gde je velicina cestica bila ispod 2 um, povecana je sposobnost razdvajanja komponenti u
kracem vremenskom periodu tako da su vremena trajanja analiza znacajno skrac¢ena $to
omogucava smanjenja troskova analize i povec¢anje produktivnosti laboratorije. Sve razvijene
metode su testirane u laboratoriji za rutinsku kontrolu kvaliteta i pokazale su se kao pouzdane,
brze i reproduktivne.

Postavljene metode imaju veliki zna¢aj za odredivanje aminoglikozidnih antibiotika u
doziranim oblicima, kao i za odredivanje prisutnih necistoca. Odredivanje sadrZaja aktivne
komponente u gotovom proizvodu je neophodno zbog adekvatnog doziranja pri primeni
gotovih formulacija. Takode, odredivanje prisustva necistoéa u gotovim preparatima je
znacajno jer njihovo prisustvo moze dovesti do smanjenja efikasnosti aktivne komponente,
kao i do toksic¢nih efekata.
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7 Izvod

Cilj ove disertacije je bio razvijanje i validacija metoda za analizu aminoglikozidnih
antibiotika 1 njihovih necisto¢a u farmaceutskim formulacijama koje se primenjuju u
veterinsrkoj medicini primenom te¢ne hromatografije kuplovane sa maseno-masenim
detektorom. Odabrane ispitivane aktivne komponente iz grupe aminoglikozida su bile
linkomicin, gentamicin, spektonomicin, streptomicin, dihidrostreptomicin, neomicin i
oksitetraciklin iz grupe tetraciklina kao primer kombinacije razli¢itih grupa antibiotika u
jednoj formulaciji. Metode su imale za cilj identifikaciju i kvantifikaciju ispitivanih
komponenti uz povecanje selektivnosti i skracenje vremena analize. primenom razvijenih
metoda, dobijeni su slede¢i rezultati.

1. Postavljeni su parametri metode za analizu gentamicina i njegovih necisto¢a uz
kvantifikaciju svih 5 aktivnih komponenti pojedinacno — C1, Cla, C2, C2a i C2b. Sve
ispitivane komponente (5 aktivnih komponenti, 5 necisto¢a poznate strukture i1 4
dodatne necistoc¢e) identifikovane i kvantifikovane uz odredivanje selektivnih MS/MS
tranzicija sa vremenom trajanja analize kra¢im od 20 min. Metoda je validirana za
primenu u rutinskoj kontroli kvaliteta sa zadovoljavaju¢im rezultatima za selektivnost,
linearnost (r* 0,.9875 — 0,9977 za aktivne komponente C1, Cla, C2, C2a i C2b),
preciznost (RSD 0,70 — 1,95% za gentamicin C1, 1,11 — 1,97% za gentamicin Cla,
0,74 — 1,79% za gentamicin C2, 0,81 — 1,79% za gentamicin C2a i 1,22 — 2,12% za
gentamicin C2b), ta¢nost (recovery aktivnih komponenti od 96,86 — 102,21% za C1,
95,02 — 97,86% za Cla, 93,91 — 102,84% za C2, 93,91 — 96,57% za C2a i 97,63 —
100,01% za C2b), robustnost i osetljivost metode. Metoda se primenjena za analizu
doziranih oblika za koje su dobijeni zadovoljavaju¢i rezultati prikazani u odeljku sa
rezultatima.

Metoda je ispitana na preparatima koji sadrze gentamicin ili smeSu gentamicina i
linkomicina kao aktivne komponente i nije uoc¢ena interferencija ovih komponenti pri
njihovom odredivanju.

2. Postavljena je metoda kojom se mogu analizirati linkomicin i spektinomicin i njihove
necistoce. Postavljeni hromatografski uslovi su rezultirali kompletnim razdvajanjem
pojedinac¢nih komponenti (linkomicina kao aktivne komponente i njegove 4 poznate i
1 nepoznata necisto¢a i spektinomicina i njegovih 5 necisto¢a). Svim komponentama
je potvrdena identifikacija preko MS/MS spektara. Metoda je validirana za primenu u
rutinskoj kontroli kvaliteta sa zadovoljavaju¢im rezultatima za specifi¢nost, linearnost
(r* 0,9999 za linkomicin i 0,9974 za spektinomicin), preciznost (RSD 0,32 — 0,70% za
linkomicin A i 0,71 — 1,18% za spektinomicin), tacnost (recovery od 100,11 -
100,73% za linkomicin A i 97,12 — 100,09% za spektinomicin), robustnost i
osetljivost.
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Analizirani su farmaceutski dozirani oblici koji sadrze gentamicin i linkomicin ili
linkomicin i spektinomicin kao aktivne komponente. Ispitivanjem ovih uzoraka
potvrdeno je da nema medusobnih interferencija pri istovremenom ispitivanju ovih
aktivnih komponenti i njihovih necistoca, to je postignutom selektivnhom tehnikom i
odvajanjem komponenti na osnovu njihovih specificnin MS/MS tranzicija.

Razvijena je metoda za odredivanje neomicina i njegovih necistoca (1 aktivna
komponenta i 7 necisto¢a) sa vremenom analize kra¢im od 25 min. Odredene su
njihove specificne MS/MS tranzicije i potvrdena je njihova identifikacija. Uradena je
validacija metode po ICH regulativi i dobijeni su zadovoljavaju¢i rezultati za
linearnost (r* 0,9989), preciznost (RSD 0,34 — 0,69%), tagnost (recovery 100,7 —
101,5%), robustnost i osetljivost.

Metoda je primenjena u analizi doziranih oblika za primenu u veterinarskoj medicini
koji sadrZze neomicin ili neomicin i oksitetraciklin kao aktivne principe.  Ovim
ispitivanjem je potvrdeno da nema uzajamnih smetnji pri analizi pojedina¢nih
komponenti iz uzoraka koji sadrze smeSu dva antibiotika iz razli¢ith grupa.

Razvijena je LC/MS/MS metoda za analizu oksitetraciklina (aktivne komponente i 6
necisto¢a) sa vremenom trajanja analize od 18 min uz primenu mobilne faze
jednostavnog sastava. Komponente su identifikovane na osnovu selektivnin MS/MS
tranzicija (Tabela 21). Validacija metode je obuhvatala ispitivanje linearnosti (r?
0,9987), preciznosti (RSD 0,71 — 0,88%), tacnosti (recovery 100,7 — 101,0%),
robustnosti i osetljivosti metode u skladu sa ICH regulativama i dobijeni su
zadovoljavajuci rezultati.

Metoda je primenjena u kontroli kvaliteta formulacija koje sadrze samo oksitetraciklin
ili smeSu oksitetraciklina i neomicina kao aktivne komponente. Prisustvo matriksa i
ostalih komponenti u preparatu nisu ometale pojedinacnu analizu svake od
komponenti.

Postavljeni su parametri metode za analizu streptomicina (aktivne komponente i 3
necisto¢e) sa vremenom analize do 10 min. ldentifikacija komponenti je potvrdena
specificnim MS/MS tranzicijama i uradena je validacija metode sa zadovoljavaju¢im
rezultatima za linearnost (r*> 0,9960), preciznosti (RSD 0,43 — 0,55%), tacnosti
(recovery 100,8 — 101,5%) i robustnost.

Metoda je primenjena za analizu preparata koji sadrze streptomicin kao aktivnu
komponentu i dobijeni su reproduktivni rezultati u skladu sa regulativama.

Razvijena je metoda za analizu dihidrostreptomicina (aktivne komponente i 3
necisto¢e) sa trajanjem analize do 10 minuta. Specificnost metode je potvrdena
MS/MS tranzicijama a validacija je podrazumevala ispitivanje linearnosti (r* 0,9920),
preciznosti (RSD 0,24 — 1,48%), tacnosti (recovery 98,84 — 100,21%) i robustnosti sa
zadovoljavajuc¢im rezultatima.

71



7. Razvijena metoda za analizu dihidrostreptomicina je primenjena u ispitivanju

farmaceutskih doziranih oblika i dala zadovoljavaju¢e rezultate. Potvrdeno je da je
metoda robustna i pouzdana.
Razvijene metode su primenjene u rutinskoj laboratoriji za kontrolu kvaliteta
farmaceutskih formulacija i pokazale su se kao reproduktivne i pouzdane, sa kra¢im
vremenom analize ¢ime je postignuto smanjenje troSkova analize i povecana
produktivnost.
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8 Summary

The aim of this work was the development and validation of methods by liquid
chromatography with tandem mass spectrometry for analysis of aminoglicoside antibiotics
and their impurities in pharmaceutical formulations applied in veterinary medicine.
Investigated active compounds were lincomycin, gentamicin, spectinomycin and neomycin
from the group of aminoglicosides and oxytetracyclin from the group of tetracyclines as an
example of a combination of different groups of antibiotics in the same formulation. The aim
of the methods was identification and quantification of investigated compounds with an
increase in selectivity and the reduction of the analysis time. The following results were
obtained:

1. Method parameters for the analysis of gentamicin and its impurities were established
with the quantification of all 5 active compound separately — C1, Cla, C2, C2a and
C2b. All investigated compounds (5 active compounds, 5 known impurities and 4
additional impurities) were identified and quantified through the selective MS/MS
transitions with the analysis time shorter than 20 min. The method was validated for
usage in routine quality control with satisfying results of selectivity, linearity (r°
0,9875 — 0,9977 for active components C1, Cla, C2, C2a and C2b), precision (RSD
0,70 — 1,95% for gentamicin C1, 1,11 — 1,97% for gentamicin Cla, 0,74 — 1,79% for
gentamicin C2, 0,81 — 1,79% for gentamicin C2a and 1,22 — 2,12% for gentamicin
C2b), accuracy (recovery of active compounds were 96,86 — 102,21% for C1, 95,02 —
97,86% for Cla, 93,91 — 102,84% for C2, 93,91 — 96,57% for C2a and 97,63 —
100,01% for C2b), robustness and sensitivity of the method.

2. The method was applied for the analysis of dosage forms. Adequate results were
obtained and represented in the Results section. The method was tested on
formulations containing gentamicin or mixtures of gentamicin and lincomycin as
active compounds and no interferences of these compounds were noticed during their
assay.

3. Methods for the analysis of lincomycin and spectinomycin and their impurities were
set up. Established chromatographic conditions resulted with separation of individual
components (lincomycin as the active compound and its 4 known and 1 unknown
impurity and spectinomycin and its 5 impurities). All components were identified by
MS/MS spectra. The methods were validated for routine usage in quality control with
satisfying results for specificity, linearity (r* 0,9999 for lincomycin and 0.9974 for
spectinomycin), precision (RSD 0,32 — 0,70% for lincomycin A and 0,71 — 1,18% for
spectinomycin), accuracy (recovery 100,11 — 100,73% for lincomycin A and 97,12 -
100,09% for spectinomycin), robustness and sensitivity.

4. Pharmaceutical dosage forms containing gentamicin and lincomycin or lincomycin and
spectinomycin as active compounds were analyzed. Testing these samples confirmed
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10.

11.

that no interferences occured during the simultaneous testing of these active
compounds and their impurities, which was accomplished by the use of this selective
technique and the separation of the compounds based on their specific MS/MS
transitions.

The method for analysis of neomycin and its impurities (1 active compound and 7
impurities) was developed with an analysis time of 25 min. Their specific MS/MS
transitions are determined and their identities were confirmed. Validation according to
ICH regulative was done and satisfying results were obtained for linearity (r* 0,9989),
precision (RSD 0,34 — 0,69%), accuracy (recovery 100,7 — 101,5%), robustness and
sensitivity.

The method was applied in the analysis of dosage forms, for the applications in
veterinary medicine, containing neomycin or neomycin and oxytetracyclin as active
principles. This analysis confirmed that there is no interference between the separate
compounds from the samples that contained a mixture of two antibiotics from different
groups.

LC/MS/MS method for the analysis of oxytetracyclin (active component and 6
impurities) was developed with an analysis time of 18 min and with the usage of a
mobile phase of a simple composition. Components are identified based on their
selective MS/MS transitions. Method validation included the testing of linearity (r?
0,9987), precision (RSD 0,71 - 0,88%), accuracy (recovery 100,7 — 101,0%),
robustness and sensitivity according to ICH regulative and satisfying results were
obtained.

The method was applied in quality control testing of formulations containing only
oxytetracycline or a mixture of oxytetracycline and neomycin as the active
compounds. The presence of matrix and the presence of other components in the
formulation didn’t interfere with the analysis of individual compound.

Method parameters for the streptomycin analysis (1 active compound and 3 impurities)
were set up with an analysis time of 10 min. Identification of the compounds was
achieved by specific MS/MS transitions. Also, method validation was carried out with
satisfying results for linearity (r* 0,9960), precision (RSD 0,43 — 0,55%), accuracy
(recovery 100,8 — 101,5%) and robustness.

The method was applied for the analysis of a formulation containing streptomycin as
the active component and the obtained results were reproductive and in line with the
regulative demands.

Method for the analysis of dihydrostreptomycin was developed (one active component
and 3 impurities) with an analysis time of 10 min. The specificity of the method was
confirmed by MS/MS transitions and the validation included a testing of linearity (r*
0,9920), precision (RSD 0,24 — 1,48%), accuracy (recovery 98,84 — 100,21%) and
robustness with satisfying results.
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12. The developed method for the analysis of dihydrostreptomycin was applied for the

13.

testing of pharmaceutical dosage forms with satisfying results. The method was shown
to be robust and reliable.

All of the developed methods were applied in a routine laboratory for the quality
control of pharmaceutical formulations. The methods were confirmed to be
reproductive and reliable, with short analysis time that cuts the analysis costs and
increases the productivity and sample throughput.
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